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 ABSTRACT
3 ABSTRACT
Branched-Chain Amino Acids (BCAAs) are key elements in cell metabolism and signaling. Their 
catabolism is mainly a mitochondrial process that starts with a transamination followed by an 
irreversible oxidative decarboxylation, catalyzed by the mitochondrial multienzymatic complex 
BCKDH. Defects on the early catabolism of BCAAs result in the neurological fatal rare disease Maple 
Syrup Urine Disease, providing a clear insight of the importance of their correct metabolism in health.
Throughout this work we have described a set of patients with novel diseases related to BCAA 
metabolism. The patients were referred to our lab due to their blood metabolites profile and clinical 
diagnosis. Based on such stratification, we sought the genetic cause underlying the pathology, relying 
on different technologies for genetic diagnosis.
In the first case reported we found the disease-causing mutation upon the description of a region 
of loss of heterozigosity that ranged the whole chromosome 4. These results pointed our attention 
towards PPM1K gene, coding for the phosphatase PP2Cm, thought to be the phosphatase positively 
regulating  BCKDH complex activity. We confirmed an homozygous deletion of two base pairs on such 
gene, causing a frame shift that resulted in an upstream premature stop codon. Further analysis of the 
mutation effect confirmed the relationship of the loss of PP2Cm function with a decreased BCKDHc 
activity, responsible for the MSUD-like metabolic pattern found in the patient.
The diagnosis of a defect in BCKDHc-regulating kinase BCKDK in the second set of patients, 
characterized by an autistic-like behavior with growth and mental retardation and a decrease in BCAAs 
blood concentration, involved the establishment of such decrease as the metabolic signature for the 
disease, achieved through characterization of the metabolism rate of [U-13C]-Leucine in cultured 
fibroblasts. We found two loss-of-function mutations in BCKDK, c.520C>G and c.1166T>C, proved to 
be causing the described molecular phenotype. BCKDK is responsible for the phosphorylation and 
inactivation of BCKDH complex, so a defect in the kinase results in its constitutive activation.
As for the last patient, a Next Generation Sequencing study was performed, evaluating the coding 
exons of over 4.800 genes. Through the establishment of a few logic filters we found a mutation in 
BCAT2, coding for the mitochondrial transaminase responsible of the first step of BCAA metabolism.
On the search of actionable targets for disease treatment we pointed our research towards the 
study of the mitochondrial performance upon disruption in the BCAA metabolism regulation (both 
absence of PP2Cm and of BCKDK) for several reasons. We must recall that branched chain amino acids 
metabolism is a mitochondrial process itself. On top of that, PP2Cm had been described as a critical 
mitochondrial protein in animal models, and mitochondrial alterations have been described in the 
etiopathogenesis of some types of autism. We found an increase in O2
·- production in both states, 
specially significant in the BCKDK patients’ cells, in which the increase recorded was over two-fold. 
Appraisal of oxygen consumption rates revealed a decrease in the basal and ATP-linked respiration, 
that was indeed echoed in a great reduction of ATP cellular concentration. 
On further analysis, we couldn’t ratify the implication of PP2Cm in mPTP, as had been described 
in other models, but we did confirm an implication in cell survival sensitivity, as we registered an 
increase in MAPK activation and overexpression of certain pro-apoptotic genes. Therefore, it is still 
unclear what part of the phenotype described accounts for the BCAAs and what for PP2Cm defficency 
itself.
 Once analyzing the mitochondrial response to the hyper-catabolic state due to BCKDK deficiency, 
we registered more elongated and tubular mitochondria and increased fusion-related proteins Mfn2 
and OPA1, results reproduced in BCKDK-interfered control fibroblasts. These results point towards 
diverse mitochondrial mechanisms to mitigate the damage caused by the decrease in amino acids, 
through the shape and funcion relationship, placing the mitochondria in a relevant position in the 
disease development. 
Our results highlight the importance of the equilibrium in the BCAA metabolism regulation. 
The description of new genes involved in a metabolic route allows the definition or validation of a 
therapeutic approach to the disorder, and empowers the search of novel actionable pathways that 
address the different facets of the disease. 
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Como demostró en 1901 Sir Archibald Garrod al describir la alcaptonuria, los errores congénitos 
del metabolismo suponen variaciones en la homeostasis, es decir cambios en el mantenimiento de las 
condiciones que posibilitan la vida. De entre todas las reacciones que conforman el metabolismo, en 
este trabajo centramos la atención en el estudio del catabolismo de los aminoácidos de cadena lateral 
ramificada, y su implicación en salud y enfermedad. 
En esta introducción abordaremos primero el catabolismo de los aminoácidos ramificados y su 
regulación, subrayando parte de los estados patológicos que surgen de sus alteraciones, para pasar 
a introducir la importancia de los aminoácidos ramificados en el mantenimiento de la homeostasis 
celular y mitocondrial. 
Catabolismo de los aminoácidos ramificados1|
Los tres aminoácidos ramificados (BCAAs), valina, leucina e isoleucina, son aminoácidos esenciales 
en mamíferos, que actúan no solo como unidades para la síntesis de proteínas, sino también como 
nutrientes señalizadores capaces de alterar el crecimiento o consumo de energía en distintos tejidos 
(Lynch and Adams 2014). Aunque la maquinaria enzimática para el metabolismo de los BCAAs es 
especialmente activa en hígado, su catabolismo también tiene lugar en otros tejidos, como músculo 
esquelético y cardíaco, tejido adiposo y neuronal. De hecho, proveen a la célula de precursores para 
el ciclo de los ácidos tricarboxílicos y ejercen como donadores de nitrógeno para la formación de 
glutamato (Hutson, Berkich et al. 1998, Hutson, Lieth et al. 2001), contribuyendo al mantenimiento 
de las reservas sinápticas de GABA y glutamato en diferentes áreas del cerebro (Cole, Sweatt et al. 
2012). Siendo tan relevantes para el funcionamiento celular, el correcto catabolismo de los BCAAs 
resulta esencial para regular su propia homeostasis.
Si bien los tres BCAAs no se metabolizan a un único producto (siendo la valina glucogénica, la 
leucina cetogénica y la isoleucina glucogénica y cetogénica), comparten los dos primeros pasos de su 
catabolismo: una transaminación seguida de una descarboxilación oxidativa de su producto.
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1.1|   El catabolismo de aminoácidos ramificados comienza con una transaminación 
seguida de una descarboxilación oxidativa
A grandes rasgos, tras la transaminación con la que empieza su catabolismo, valina, leucina 
e isoleucina forman los α-cetoácidos de cadena ramificada (BCKA) α-cetoisovalérico (αKIV), 
α-cetometilvalérico (αKMV) y α-cetoisocapróico (αKIC). Estos BCKAs son sustrato de una reacción 
de descarboxilación oxidativa común que genera derivados CoA, los cuales se convertirán en sus 
productos finales, acetoacetato, acetil-CoA y succinil-CoA, gracias a la acción ulterior de una serie de 
reacciones enzimáticas consecutivas. 
A) La transaminación de los BCAAs a BCKAs está catalizada por la enzima BCAT
El primer paso del metabolismo es, como se ha indicado, una transaminación reversible, catalizada por 
la enzima Transaminasa de Aminoácidos Ramificados (BCAT, Branched-Chain Aminoacid Transaminase) 
(E.C.2.6.1.42). En el paso de BCAAs a BCKAs, la transaminasa catalizará la transaminación reversible 
de los aminoácidos ramificados al α-cetoglutarato (αKG), formando sus respectivos α-cetoácidos y 
glutamato (Ichihara and Koyama 1966), tal y como se muestra en la figura 1.
Existen dos isoformas de la enzima: una citosólica -BCATc- y otra mitocondrial -BCATm-, con expresión 
diferencial entre tejidos y tipos celulares (Hutson, Bledsoe et al. 1995, Bixel, Hutson et al. 1997). Estando 
codificadas por genes distintos (BCAT1 para la forma citosólica y BCAT2 para la mitocondrial), guardan 
un 85% de homología en su secuencia aminoacídica. El gen BCAT1 (NM_005504.6) está compuesto por 
9674 pb en 11 exones en el cromosoma 12, codificando para una proteína de 386 aminoácidos; por su 
parte, el gen BCAT2 (NM_001284325.1) se encuentra localizado en el cromosoma 19, y codifica para 
una proteína de 392 aminoácidos. Atendiendo a su expresión diferencial, observamos que mientras 
que la forma mitocondrial está expresada en casi todos los tejidos, y juega un papel importante en 
la síntesis de glutamina y alanina en músculo esquelético (Suryawan, Hawes et al. 1998), la forma 
citosólica se encuentra predominantemente en tejido nervioso (Garcia-Espinosa, Wallin et al. 2007).
BCAT es responsable, en condiciones fisiológicas normales, de la reposición de glutamato en neuronas 
mediante la transaminación de los BCAAs (Yudkoff, Nissim et al. 1983, LaNoue, Berkich et al. 2001), 
siendo ambas isoformas, y precisamente su expresión diferencial, las responsables de esta reposición 
(Hull, Hindy et al. 2012). Así, según lo validado en modelo de rata neonata, la transaminación de 
los BCAAs con el αKG en astrocitos mediante la forma BCATm, de expresión principal en este tipo 
celular (Cole, Sweatt et al. 2012), repondría el glutamato que hubiese escapado al ciclo de glutamato/
glutamina, pasando el cetoácido correspondiente a la neurona, en la que la forma citosólica de BCAT 
catalizará la reacción inversa, generando αKG que entrará al ciclo de Krebs. La expresión y acción 
coordinada de todas las enzimas responsables de las primeras etapas del metabolismo de los BCAAs 
(BCATc, BCATm y BCKDH) entre las distintas células del tejido nervioso resulta por tanto esencial para 
el mantenimiento de la homeostasis de los BCAAs en dicho tejido, como se muestra en la figura 1.b. 
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Figura 1_Principio del metabolismo de los BCAA: a) Los BCAAs se transaminan a sus respectivos BCKAs 
mediante la acción de la enzima transaminasa BCAT, a la vez que se produce la transferencia del grupo 
amino al  α-cetoglutarato, formándose glutamato. Los BCKAs resultantes de esta reacción son sustrato de 
una reacción de descarboxilación catalizada por el complejo enzimático BCKDH, formándose los derivados 
CoA, que seguirán el metabolismo hasta succinil-CoA o acetil-CoA y acetotacetato. La principal regulación 
del catabolismo se realiza sobre el control por fosforilación y defosforilación del complejo BCKDH, ejercido 
por una proteína quinasa y otra fosfatasa.  b) La transaminasa, y su expresión defierencial de las isoformas 
citosólica y mitocondrial, juegan un importante papel en el mantenimiento del ciclo de glutamato en 
sistema nervioso. Modelo comprobado en cerebro de rata neonata c) El complejo BCKDH está compuesto 
por las subnidades E1, E2 y E3, cuya acción coordinada permite la descarboxilación efectiva de los BCKAs
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B) A la transaminación de los BCAAs le sigue una descarboxilación oxidativa de los BCKAs, catalizada 
por el complejo multienzimático BCKDH
La siguiente reacción en el catabolismo de los aminoácidos ramificados es una descarboxilación 
oxidativa irreversible de los α-cetoácidos a sus derivados CoA. Esta reacción está catalizada por el 
complejo multienzimático mitocondrial α-cetoácido de cadena ramificada deshidrogenasa (BCKDH). 
Supone un paso crítico en el metabolismo de los BCAAs por ser la reacción limitante y punto de 
control del flujo catabólico de los aminoácidos ramificados. 
El complejo BCKDH guarda alta similitud con los otros dos complejos deshidrogenasa mitocondriales, 
α-cetoglutarato deshidrogenasa (αKGDH) y piruvato deshidrogenasa (PDH) (Reed and Hackert 1990, 
Reed 2001). Estos tres complejos 2-ceto ácido deshidrogenasa son iguales en estructura y mecanismo 
de acción. Están compuestos por tres subunidades catalíticas: la subunidad descarboxilasa E1 (un 
heterotetrámero E1α E1β), la subunidad dihidrolipoil transacetilasa (E2), sobre la que se ensambla el 
complejo, y la subunidad dihidrolipoil deshidrogenasa (E3), idéntica en los tres complejos. Catalizan 
la descarboxilación de los 2-cetoácidos para formar acil-CoA, NADH y CO2 mediante reacciones 
acopladas. Actúan como maquinarias macromoleculares, en las que la asociación de subunidades no 
solo permite la co-localización de las enzimas, sino que acopla sus actividades, canalizando sustratos 
y productos (Kumaran, Patel et al. 2013). Cada uno de estos complejos ocupa una posición clave en 
el metabolismo intermediario, y su actividad está estrechamente regulada por hormonas y factores 
dietéticos, entre otros (Chuang and Shih 2001). 
Tal y como se indica en la Tabla 1, cada una de estas subunidades del complejo BCKDH está codificada 
por distintos genes nucleares y precisa de un cofactor diferente para ejercer su actividad. 
Tabla 1_Subunidades de BCKDH: Genes y cofactores
Subunidad E.C. Función Cofactor Gen NM Cromosoma
E1α E.C.1.2.4.4. Descarboxilasa Tiamina BCKDHA NM_000709.3 19q13.1-­‐q13.2
E1β E.C.1.2.4.4. Descarboxilasa Tiamina BCKDHB NM_183050.2 6q13-­‐q15
E2 E.C.2.3.1.168 Dihidrolipoil  transacetilasa Lipoico DBT NM_001918.2 1p31
E3 E.C.1.8.1.4 Dihidrolipoil  deshidrogenasa FAD DLD   NM_000108.3 7q31-­‐q32
Se ha descrito que el complejo multienzimático BCKDH forma un “supercomplejo molecular” o 
metabolón en asociación con la forma mitocondrial de la transaminasa, BCATm (Islam, Wallin et al. 
2007). La enzima BCATm se une específica y exclusivamente a la subunidad E1, estimulando además 
su actividad descarboxilasa. Este ensamblaje supramolecular implica ventajas como la canalización 
de sustratos de las enzimas de una misma ruta metabólica, aumentando su eficiencia, además de 
aportar un sistema extra de control del flujo catabólico: el metabolón se desensambla en presencia 
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de NADH, producto de la descarboxilación, haciéndolo así sensible al estado redox celular. En 
estudios posteriores se comprobó que la enzima Glutamato Deshidrogenasa (GDH) también se unía 
a dicho metabolón (Islam, Nautiyal et al. 2010), ratificando así la importancia del metabolismo de los 
aminoácidos ramificados en el ciclo del glutamato. 
Un bloqueo en la actividad del complejo BCKDH conduce a la acumulación neurotóxica de BCAAs 
y BCKAs en fluidos corporales, característica de la Enfermedad de Jarabe de Arce o MSUD (Maple 
Syrup Urine Disease) (OMIM #248600). Descrita por el Dr. Menkes en el año 1954 (Menkes, Hurst et 
al. 1954), es una enfermedad autosómica recesiva catalogada como rara (afecta a 1:185.000 nacidos 
vivos) que cursa con una clínica y bioquímica muy heterogénea, ya que se puede presentar desde 
formas variantes menos graves a las más comunes formas clásicas, con una mayor acumulación 
de metabolitos y presentación clínica más severa (Burrage, Nagamani et al. 2014). Estas formas 
clásicas más graves frecuentemente debutan en los primeros días con problemas de alimentación, 
letargia, descompensaciones metabólicas y síntomas de afectación neurológica que derivan en 
una encefalopatía severa (Strauss, Puffenberger et al. 1993), con convulsiones y episodios de coma 
que terminan en la muerte del paciente si no es tratado a tiempo. Aunque la presentación de la 
enfermedad depende en gran medida de la actividad residual real del complejo BCKDH en los distintos 
tejidos del paciente, en la estratificación inicial tradicionalmente se han utilizado parámetros como 
la edad de aparición de los síntomas, los niveles de BCAAs y sus derivados en fluidos fisiológicos, la 
actividad residual medida en células en cultivo o la tolerancia a proteínas (Strauss, Puffenberger et al. 
1993, Nellis, Kasinski et al. 2003); la inclusión de la determinación de BCAAs en muestras de sangre 
en papel de neonatos dentro de los programas de cribado neonatal ampliado está no solo mejorando 
la calidad de vida de los pacientes, sino modificando la historia natural de la enfermedad (Couce 
Pico, Castineiras Ramos et al. 2007). Hasta la fecha, la terapia para esta patología se ha basado en la 
restricción que no eliminación dietética de BCAAs (Couce, Ramos et al. 2015), y el trasplante hepático, 
que al incrementar la tasa total de actividad enzimática residual propicia la evolución hacia fenotipos 
menos graves de la enfermedad (Diaz, Camarena et al. 2014). 
La enfermedad de Jarabe de Arce es una enfermedad neuro-metabólica: si bien el sistema nervioso 
no es el único afectado, existe un patente daño neuronal (Fernstrom 2005), tanto en pacientes MSUD 
como en los modelos animales estudiados (Skvorak 2009, Zinnanti, Lazovic et al. 2009), y para el 
que se ha propuesto un mecanismo dual de patogenia. El primero tiene que ver que un desbalance 
neurotransmisor: el desbalance en el ciclo de glutamato/glutamina por una alteración de la actividad 
de BCKDH (Cole, Sweatt et al. 2012) resulta en un posible daño excitotóxico mediado por glutamato 
(Muelly, Moore et al. 2013), y en suma a esto, se ha observado una depleción de dopamina y serotonina 
que podría explicarse como resultado de la competición entre distintos aminoácidos neutros por el 
sistema de transporte Lat1 en la barrera hemato-encefálica. El incremento en la concentración de 
leucina en el entorno de la barrera disminuirá el transporte de otros aminoácidos neutros como 
triptófano y tirosina al cerebro, que utilizan el mismo sistema de transporte, reduciendo con ello la 
producción de serotonina y dopamina (Pardridge and Choi 1986, Smith, Momma et al. 1987, Strauss, 
Wardley et al. 2010). El segundo mecanismo de patogenia sería una posible disfunción mitocondrial 
producto, entre otros factores, de la inhibición de las enzimas mitocondriales implicadas en la 
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respiración, bloqueo ejercido por los BCKAs acumulados ante la depleción de la actividad de BCKDH 
(Clark and Land 1974, Wajner, Burger et al. 2007). Se ha descrito que concentraciones elevadas de αKIC 
inhiben la respiración mitocondrial, posiblemente a nivel del complejo I de la cadena transportadora 
de electrones (Sgaravatti, Rosa et al. 2003), aunque aún se desconoce el mecanismo. 
Hasta el momento se han reportado más de 220 mutaciones que reducen la actividad del complejo 
BCKDH, clasificables en diferentes subtipos genéticos según el gen mutado: tipo Ia (mutaciones en 
BCKDHA), Ib (BCKDHB) y II (con mutaciones en el gen DBT), como se recoge en  distintos artículos 
(Rodriguez-Pombo, Navarrete et al. 2006, Quental, Gusmao et al. 2009, Yang, Han et al. 2012, Jaafar, 
Moleirinho et al. 2013, Gupta, Bijarnia-Mahay et al. 2015). Aunque propuestos, no se habían descrito 
hasta el comienzo de este trabajo los tipos moleculares IV y V, correspondientes a los defectos en las 
proteínas reguladoras fosfatasa y quinasa (Filadi, Greotti et al. 2015)
Se sabe que la expresión y actividad del complejo BCKDH varía entre los diferentes tejidos (Suryawan, 
Hawes et al. 1998, Brosnan and Brosnan 2006). Esta expresión diferencial pone de manifiesto la 
importancia de los BCAAs en diferentes aspectos de la fisiología (Sunny, Kalavalapalli et al. 2015, 
Giesbertz and Daniel 2016, Halama, Horsch et al. 2016). Además, se describen variaciones entre 
la actividad máxima y las registradas en condiciones fisiológicas (Suryawan, Hawes et al. 1998), 
señalando la importancia no solo de la expresión del complejo sino también de su regulación para el 
correcto catabolismo de los aminoácidos ramificados. 
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1.2|   Regulación del catabolismo de los aminoácidos ramificados
El complejo BCKDH está sujeto a varios tipos de regulación, tanto a corto y largo plazo sin 
intermediación de proteínas reguladoras (Harris, Joshi et al. 2004), como por modificación post-
traduccional mediante fosforilación-defosforilación (Harris, Joshi et al. 2004, Shimomura, Honda et 
al. 2006). En este caso, el complejo se inactivaría por efecto de su fosforilación catalizada por una 
quinasa en situaciones de necesidad de conservación de los BCAAs (Shimomura, Nanaumi et al. 1990, 
Popov, Zhao et al. 1992), y se defosforilaría por acción de una proteína fosfatasa ante un exceso de 
BCAAs (Damuni and Reed 1987), permitiendo su metabolismo.
Como regulación a corto plazo, el complejo BCKDH sufre una inhibición por producto; concretamente, 
se demostró una disminución en la capacidad catalítica del complejo en presencia de NADH y los 
derivados CoA (Parker and Randle 1978), lo que limita la degradación de los aminoácidos ramificados 
ante un exceso de los productos resultantes de su descarboxilación. La regulación a largo plazo incluye 
la disminución en la expresión de las subunidades del complejo BCKDH en situaciones de restricción 
proteica (Zhao, Popov et al. 1994).
A) La fosforilación de la subunidad E1α lleva al complejo BCKDH a su forma inactiva
El principal mecanismo molecular para la inactivación del complejo BCKDH implica la fosforilación 
del residuo serina 293 de la subunidad E1α . Esta reacción está catalizada por la quinasa mitocondrial 
BCKDK, que, anclada a la subunidad E2 del complejo (Li, Wynn et al. 2004, Wynn, Kato et al. 2004), lo 
fosforila e inactiva, acelerando el flujo catabólico de los BCKAs.  No es por tanto de extrañar que en 
este momento la actividad quinasa constituya una atractiva diana terapéutica para el tratamiento de 
los pacientes MSUD. 
La importancia de la fosforilación del complejo BCKDH como medida para mantener los niveles de 
BCAAs y BCKAs necesarios para la homeostasis celular se demostró hace más de 30 años, al encontrar 
un aumento en la forma fosforilada de BCKDH hepático en ratas  sometidas a una dieta con restricción 
proteica (Harper, Miller et al. 1984); no obstante, no se identificó la proteína responsable hasta 1995, 
año en el que se aisló, caracterizó y clonó su cDNA (Harris, Popov et al. 1995).
El gen BCKDK (NM_005881.3) está compuesto por 12 exones localizados en el cromosoma 16, que 
generan un transcrito de 2.128 pares de bases. La proteína resultante tiene 412 aminoácidos, y un 
peso molecular de 43 kDa., y junto con las quinasas de PDH constituye una familia de proteínas 
quinasa mitocondriales bien caracterizadas (Davie, Wynn et al. 1995, Wynn, Chuang et al. 2000, 
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Machius, Chuang et al. 2001) y con dominios estructurales reminiscentes de los encontrados en las 
proteína histidina quinasas (Machius, Chuang et al. 2001), implicadas en sistemas de transducción de 
señales de dos componentes. 
Al igual que el complejo al que regula, la proteína BCKDK también muestra una expresión diferencial 
dependiendo del tejido celular (Popov, Zhao et al. 1995, Doering, Coursey et al. 1998, Suryawan, 
Hawes et al. 1998). Esta recuerda la importancia de la proteína BCKDK en el control de la actividad de 
BCKDH, y por ende, de todo el flujo catabólico de los BCAAs. La actividad y expresión de la quinasa 
también está sujeta a una regulación a corto y a largo plazo: sufre una inhibición directa a corto plazo 
por αKIC (Parker and Randle 1978), y una disminución en su expresión a largo plazo por la exposición 
a dietas híper proteicas (Popov, Zhao et al. 1995), glucocorticoides (Huang and Chuang 1999) y 
clofibrato (Honda, Ono et al. 1991, Kobayashi, Shimomura et al. 2000). Por el contrario, experimenta 
un incremento en su expresión por factores como la hormona tiroidea (Kobayashi, Shimomura et al. 
2000). La identificación del αKIC como inhibidor de BCKDK (Harris, Popov et al. 1995) ha propiciado 
el desarrollo de análogos del cetoácido que también funcionasen como inhibidores de la enzima, 
tales como el α-cloroisocapróico (Harris, Paxton et al. 1982), el fenilpiruvato (Paxton and Harris 
1984) o el fenilbutirato (Brunetti-Pierri, Lanpher et al. 2011), incrementando por tanto la actividad 
residual deficiente en pacientes con MSUD. En este momento se ensayan análogos estructurales más 
específicos (Tso, Qi et al. 2013).
En 2006 se describió un ratón deficiente para BCKDK (Joshi, Jeoung et al. 2006), en el que, asociado 
a la hiperactividad del complejo, se observaban disminuciones en los niveles de BCAAs en distintos 
tejidos y un fenotipo que incluía retraso en el crecimiento y anomalías neurológicas, tales como 
estereotipias o crisis epilépticas. 
El fenotipo que encontramos en estos ratones Bckdk-/- se asemeja a la sintomatología clínica que 
mostraban los pacientes que en 2012 describió el grupo del Dr. Gleeson (Novarino, El-Fishawy 
et al. 2012). Partiendo de una cohorte de pacientes con una forma de autismo co-mórbida con 
epilepsia, localizaron primero regiones de homozigosidad comunes para posteriormente, y mediante 
secuenciación de exomas de genes candidatos, encontrar mutaciones con un patrón de herencia 
recesiva en el gen BCKDK. Asociada a la pérdida de función de BCKDK, observaron un decremento en 
la fosforilación de BCKDHA, esto es, una pérdida de regulación negativa del complejo. Se describieron 
así los primeros pacientes con mutaciones en el gen BCKDK, poniendo de relieve la importancia de la 
homeostasis de los aminoácidos ramificados, tanto en acumulación como en deficiencia, para la salud 
y enfermedad. 
B) La defosforilación de la subunidad E1α devuelve al complejo BCKDH a su forma activa
Tras la inactivación del complejo BCKDH por la fosforilación de la serina 293 de su subunidad E1α, la 
actividad es recuperada por la defosforilación de dicho residuo mediante la actividad de una fosfatasa 
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específica (Chuang, Chuang et al. 2006). En la actualidad se sabe que la fosfatasa responsable en 
humanos de la defosforilación y reactivación del complejo BCKDH es la enzima PP2Cm (Joshi, Jeoung 
et al. 2007, Lu, Sun et al. 2009, Wynn, Li et al. 2012, Oyarzabal, Martinez-Pardo et al. 2013). Se trata 
de una proteína fosfatasa de localización exclusivamente mitocondrial, que forma parte de la familia 
de las proteína-fosfatasas PP2, que incluye a las isoformas PDP1 y PDP2, ambas fosfatasas reguladoras 
del complejo PDH; se diferencia de estas, además de en la especificidad del sustrato, en su fuerte 
dependencia de Mn2+ en vez de Mg2+, entre otros aspectos (Lu and Wang 2008).
Esta proteína fosfatasa está codificada por el gen PPM1K (NM_152542.4), que, localizado en la 
región cromosómica 4q22.1, consta de 7 exones que codifican para un transcrito de 1.941 pb, y se 
traducirá en una proteína de 372 aminoácidos, con un peso molecular de 40,9 kDa. Se ha descrito en 
ratón una presencia preferencial de la proteína en cerebro, corazón, hígado, riñón y diafragma, y  muy 
reducida en músculo esquelético (Zhou, Lu et al. 2012).
En estudios sobre modelos murinos se propuso que PP2Cm actuaba sobre la subunidad E1α del 
complejo BCKDH mediante el anclaje a la subunidad E2 (Lu, Sun et al. 2009), igual que la quinasa y 
compitiendo con esta (Zhou, Lu et al. 2012). Se postuló que la expresión y anclaje de ambas proteínas 
estaría orquestada por los niveles de BCAAs: ante una situación de aumento en las concentraciones 
de BCKAs, aumentaría la expresión y anclaje de PP2Cm, en detrimento de la quinasa, cuya actividad 
además se vería inhibida por la unión del α-cetoácido. Este mecanismo pone en relieve la importancia 
de la regulación del complejo BCKDH en el control del flujo catabólico de los BCAAs.
Previo a la identificación de PP2Cm como reguladora positiva del complejo BCKDH, la inactivación 
de PP2Cm en cardiomiocitos de ratón, células HeLa o en pez cebra permitió describirla como una 
fosfatasa de localización exclusivamente mitocondrial y con papeles esenciales para la supervivencia 
celular, el desarrollo embrionario y la función cardíaca. Implicada en la activación de cascadas de 
señalización de estrés, su inactivación incrementaba la susceptibilidad de cardiomiocitos en cultivo a 
una apertura prematura del poro de transición mitocondrial en respuesta a calcio, proponiéndose por 
tanto para la proteína un papel como reguladora del mismo (Lu, Ren et al. 2007). 
Hasta la fecha de comienzo de este trabajo, no se había descrito ningún paciente con defectos 
en PP2Cm que permitiera claramente demostrar su implicación en la regulación del complejo en 
humanos, aunque, y por similitud con lo observado en PDH (Maj, MacKay et al. 2005), se postulaba 
para este tipo de pacientes un fenotipo de variante menos grave de MSUD. 
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Como se indicó al principio de esta sección, los aminoácidos ramificados, más allá de ejercer como 
bloques para la síntesis de nuevas proteínas, controlan la síntesis y recambio de las mismas, tienen 
papeles fundamentales en la señalización celular, y ejercen un papel de creciente relevancia en el 
metabolismo energético y de la glucosa. A parte de la relación causa-efecto ente los aminoácidos 
ramificados y la enfermedad de Jarabe de Arce, se ha demostrado una aparente correlación entre los 
niveles de BCAAs y enfermedades del metabolismo como la diabetes (Giesbertz and Daniel 2016) o 
la obesidad (She, Olson et al. 2013, Halama, Horsch et al. 2016). En relación a esto, se han reportado 
efectos protectores de los BCAA contra la obesidad (Halama, Horsch et al. 2016), pero también son 
numerosos los estudios que sugieren la existencia de una relación positiva entre la resistencia a insulina 
y el incremento en los niveles de BCAA (Lynch and Adams 2014, Giesbertz and Daniel 2016), sin que 
se haya podido establecer claramente si los BCAAs son un factor causativo de resistencia a insulina 
o un mero biomarcador de su pérdida de actividad (Lu, Xie et al. 2013). Además, recientemente 
se ha descrito cómo el catabolismo de los BCAAs favorece la diferenciación de los adipocitos y la 
lipogénesis (Green, Wallace et al. 2016). En suma a todo esto, y como ya se ha visto en el título 
anterior, son piedras angulares de la función cerebral, generando su desbalance graves alteraciones 
neurológicas. En este capítulo centraremos la atención no sobre los mecanismos de mantenimiento 
de la homeostasis de los BCAAs, si no en la importancia de los mismos en el mantenimiento de la 
homeostasis celular. 
Durante mucho tiempo se ha considerado el metabolismo intermediario y la transducción de 
señales como entidades independientes; por una parte se estudiaban las reacciones necesarias para 
la obtención de energía, y por otra las cascadas de señalización que controlaban los procesos celulares 
(Green, Galluzzi et al., 2014). Hoy en día sabemos que ambas aproximaciones están relacionadas, 
manifestándose incluso al nivel de los orgánulos celulares implicados en las reacciones, como por 
ejemplo la mitocondria, clave para el metabolismo energético y con un papel central para la regulación 
de procesos como la supervivencia o muerte celular. En respuesta a cambios en la condición ambiental 
(como la disponibilidad de nutrientes u oxígeno, por ejemplo), las células deben adaptarse o morir. 
Para ejercer esa adaptación -o programar la muerte llegado el caso-, la célula cuenta con puntos 
de control metabólicos que determinan el destino celular ante las alteraciones (Green, Galluzzi et 
al., 2014). Estos puntos de control metabólicos podrían definirse como mecanismos moleculares 
que regulan la función celular en respuesta a fluctuaciones metabólicas, comprendiendo cuatro 
elementos: señales, sensores, transductores y efectores (Wang and Green 2012). Elementos como la 
disponibilidad de glucosa y aminoácidos, reducciones en la carga energética o redox y variaciones en 
las concentraciones de acetil-CoA citosólico se han postulado como señales metabólicas implicadas 
en la respuesta adaptativa de la célula. 
Los aminoácidos ramificados en la homeostasis celular2|
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Estas señales interactuarían con el sensor mTORC1, relacionado estrechamente con los aminoácidos 
(Jewell, Russell et al. 2013), y especialmente con la leucina (Lynch, Halle et al. 2003, Li, Yin et al. 2011, 
Dodd and Tee 2012). Se trata de un nodo de regulación que controla el crecimiento y proliferación 
celular y la autofagia mediante la activación por fosforilación de la proteína quinasa mTOR (mammalian 
target of rapamycin), que se activa en la superficie del compartimento lisosomal, permitiendo a la 
célula responder ante determinadas señales como la disponibilidad de nutrientes (Jewell and Guan 
2013). Activado por las distintas señales posibles, la fosforilación de mTORC1 comienza una cascada 
de señalización que regula, entre otros procesos, la función mitocondrial (Ramanathan and Schreiber 
2009), observándose cómo la inhibición de mTOR cambia el metabolismo celular desde la mitocondria 
a la anaerobiosis, regulando el consumo de oxígeno y la capacidad oxidativa (Schieke, Phillips et al. 
2006).
Se ha demostrado en líneas de adipocitos que el catabolismo de la leucina e isoleucina puede 
suponer un tercio del aporte de acetil-CoA lipogénico (Green, Wallace et al. 2016). Este desempeña 
funciones importantes no sólo como precursor lipogénico, sino también como donador del grupo 
acetilo para las reacciones de acetilación, que regulan la transcripción de diversos genes. 
BCAAs
metabolism
AcCoA
Figura 2_Señalización de muerte o supervivencia celular: Puntos de control metabólico, que procesan 
los cambios en el metabolismo (señales) detectadas por sistemas específicos (sensores), convirtiéndolas 
en estímulos vitales o letales que activarán procesos de la maquinaria de muerte celular (efectores) 
mediante diferentes nódulos de señalización (transductores). Se destaca la importancia de los BCAA como 
señal para la activación de mTORC1, así como la importancia de la función mitocondrial (en la que tiene 
lugar el metabolismo de los BCAA) y el Acetil-CoA en la supervivencia o muerte celular.
Modificado de Green, Galluzzi et al., Science, Septiembre 2014. No hay intención de infracción del Copyright
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2.1|   Los BCAA y la función mitocondrial: de la generación de especies reactivas de 
oxígeno al metabolismo energético
Las mitocondrias constituyen una red dinámica que realiza funciones interconectadas muy diversas, 
no solo generando ATP e intermediarios biosintéticos o catabolizando metabolitos como los BCAA, 
sino también contribuyendo de forma muy activa a la respuesta celular al estrés. Son, además, 
fuentes importantes de especies reactivas de oxígeno (ROS), que contribuyen a la señalización redox 
retrógrada desde el orgánulo al citosol y núcleo, pero también al daño oxidativo que subyace en 
muchas patologías, incluidas las enfermedades metabólicas. Por ello, no es sorprendente que la 
disfunción mitocondrial haya emergido como un tópico biomédico importante.
A) Las especies reactivas de oxígeno y su metabolismo
El término “especies reactivas de oxígeno” (ROS, Reactive Oxygen Species) se refiere a una variedad de 
moléculas reactivas derivadas del oxígeno que pueden ser radicales libres (como el anión superóxido 
O2
·- o el radical hidroxilo OH·) o no radicales (como el peróxido de hidrógeno H2O2), como se revisa 
en (Bolisetty and Jaimes 2013), y cuya formación es inherente a la propia función mitocondrial, 
formándose a bajas concentraciones como producto de los procesos fisiológicos normales de la 
mitocondria (Chance, Sies et al. 1979).
Tradicionalmente se ha pensado que el anión superóxido se genera como subproducto normal de 
la función de la cadena de transporte de electrones mitocondrial, normalmente por transferencia de 
un electrón desde alguno de los grupos prostéticos de los complejos I y III de la cadena de transporte 
electrónico (ETC) (Murphy 2009). A concentraciones elevadas, las especies reactivas de oxígeno 
pueden ser tóxicas para la célula, pero en condiciones fisiológicas desempeñan un papel relevante 
como moléculas señalizadoras implicadas en la apoptosis (Kaminskyy and Zhivotovsky 2014) y la 
proliferación (Owusu-Ansah, Yavari et al. 2008) y diferenciación celular (Weidinger and Kozlov 2015), 
entre otros. Por tanto, la generación de radicales libres está equilibrada con los sistemas de defensa 
antioxidante de la célula, y cuando se produce un desbalance entre ROS y defensa que no puede ser 
compensado, se genera un estado de estrés oxidativo que puede resultar en daño celular.
Como se resume en la figura 3, el anión superóxido generado dentro de la mitocondria es mayormente 
convertido a peróxido de hidrógeno (H2O2) por acción de la enzima MnSOD, perteneciente a la familia 
de metaloenzimas llamadas superóxido dismutasas (Fridovich 1995). El peróxido de hidrógeno 
resultante de la reacción no es una especie reactiva de oxígeno en sí misma, pero tiene capacidad de 
difundir a través de las membranas, y en presencia de metales de transición reducidos puede derivar 
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en radical hidroxilo mediante la reacción de Fenton (Venditti, Di Stefano et al. 2013), lo que hace que 
su metabolismo sea importante para la correcta función celular. La mayoría del peróxido de hidrógeno 
es metabolizado por la proteína glutation peroxidasa (GPX), que lo oxidará en agua. 
Fuente de O2 ·-
O2
·-
H2O2
H2O
H2O2
O2
·-
O2
·-
MnSOD
GPX1
Cu/ZnSOD
Figura 3_Esquema de las especies 
reactivas de oxígeno mitocondriales y 
su metabolismo: Por acción de diversas 
fuentes de generación, un electrón es 
transferido a una molécula de oxígeno, 
formándose anión superóxido O2
·-. 
Este es metabolizado por la enzima 
superóxido dismutasa (MnSOD), que lo 
transforma en peróxido de hidrógeno 
o H2O2, sustrato de la enzima glutation 
peroxidasa (GPX).
Si bien apuntábamos a que tradicionalmente se ha propuesto distintos puntos de la cadena 
transportadora de electrones como los principales centros de generación de ROS (McLennan and Degli 
Esposti 2000, Fato, Bergamini et al. 2008, Murphy 2009), recientemente se ha descrito a los complejos 
multienzimáticos deshidrogenasa mitocondriales como importantes productores de ROS en ciertas 
condiciones (Adam-Vizi 2005). Determinados estudios proponen que el complejo α-cetoglutarato 
deshidrogenasa es, de hecho, la fuente principal de generación de especies reactivas de oxígeno en 
una mitocondria con funcionamiento normal (Starkov, Fiskum et al. 2004). Concretamente, se postula 
que la subunidad DLD de las deshidrogenasas mitocondriales serán fuentes constitutivas de radicales 
libres en condiciones de una razón NADH/NAD+ elevada (Bunik and Sievers 2002), o bajo situaciones 
de actividad enzimática incrementada (Adam-Vizi and Tretter 2013), en tasas muy superiores a las 
de, por ejemplo, el complejo I de la ETC (Quinlan, Goncalves et al. 2014). Se ha descrito que la flavina 
contenida en la subunidad E3 del complejo αKGDH, reducida en condiciones de elevado poder 
reductor, reducirá al oxígeno, formando anión superóxido (Tretter and Adam-Vizi 2005).
El incremento en las especies reactivas de oxígeno está implicado en la patofisiología de multitud 
de enfermedades, como el cáncer (Yang, Karakhanova et al. 2016), enfermedades cardiovasculares 
(He and Zuo 2015), neurodegenerativas (Borquez, Urrutia et al. 2016) y metabólicas (Rani, Deep et 
al. 2016). Se ha establecido una correlación entre la disfunción mitocondrial y el estrés oxidativo 
y las enfermedades de espectro autista (Guevara-Campos, Gonzalez-Guevara et al. 2013, Legido, 
Jethva et al. 2013, Rossignol and Frye 2014). Esto abre un campo de investigación y potencialidad de 
tratamiento para un grupo tan heterogéneo de enfermedades como es el autismo (Frye and Rossignol 
2014).
También se ha descrito una participación importante la desregulación de las especies reactivas de 
oxígeno en las enfermedades mitocondriales (Kirkinezos and Moraes 2001), en las que los aumentos 
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en ROS pueden producir deficiencias de fosforilación oxidativa, y viceversea, lo que resulta en un 
estado patológico. En este marco, se ha puesto de relevancia la importancia del estrés oxidativo 
en los defectos congénitos del metabolismo (Mc Guire, Parikh et al. 2009), concretamente por el 
ROS generado por una disfunción de la cadena respiratoria, tanto por una disfunción mitocondrial 
directamente (Das 2003) como por acumulación tóxica de metabolitos (Brusque, Borba Rosa et al. 
2002, Sgaravatti, Rosa et al. 2003). Un ejemplo de esto sería la acumulación neurotóxica de los BCAA y 
BCKA, observada en la patología de MSUD, que genera incrementos en la presencia de radicales libres 
de oxígeno (Bridi, Araldi et al. 2003, Funchal, Latini et al. 2006).
B) Respiración mitocondrial y síntesis de ATP
Tradicionalmente se ha descrito a la mitocondria como motor energético de la célula. Interviene en la 
última fase del catabolismo celular, albergando una serie de reacciones de oxidación que transforman 
el piruvato, ácidos grasos y aminoácidos en los equivalentes energéticos ATP, NADH y FADH2.
En la mitocondria se localiza la cadena transportadora de electrones (ETC, Electron Transport 
Chain), un conjunto de cuatro complejos multiprotéicos embebidos en la membrana mitocondrial 
y dos transportadores que los conectan. La oxidación de los sustratos energéticos NADH y FADH2 
libera electrones, que serán transferidos a lo largo de la cadena hasta el complejo citocromo oxidasa, 
que acopla la oxidación del citocromo c con la reducción del O2 a H2O. A lo largo de este proceso de 
transporte de electrones, los diferentes complejos bombean protones al espacio intermembrana, 
estableciéndose un gradiente electroquímico entre este y la matriz mitocondrial. Este gradiente será 
utilizado por un quinto complejo, la H+-ATP sintasa, que acopla la entrada de esos protones a la matriz 
mitocondrial con la formación de ATP a partir de ADP + Pi.
Los aminoácidos ramificados pueden ejercer un papel importante en el metabolismo energético. 
Además de la relación establecida entre BCAA y la fisiología del metabolismo de la glucosa (Adeva, 
Calvino et al. 2012, Lu, Xie et al. 2013, Lynch and Adams 2014), se demostró hace ya más de 30 años 
que el αKIC inhibe las deshidrogenasas PDH y KGDH (Jackson and Singer 1983). Por otra parte, los 
α-cetoácidos que se acumulan en condiciones de MSUD inhiben el metabolismo energético cerebral 
(Sgaravatti, Rosa et al. 2003), de tal manera que, a elevadas concentraciones de BCKA, se favorece el 
metabolismo anaerobio, en detrimento de la fosforilación oxidativa. Estudios posteriores en tejido 
hepático de rata afinaron que los BCKA ejercían un efecto bifásico sobre la respiración mitocondrial 
(Shestopalov and Kristal 2007), estimulando la respiración a concentraciones fisiológicas, pero 
inhibiéndola a concentraciones elevadas.
Los BCAAs derivan mediante su catabolismo en acetil-CoA, cetonas o intermediarios del ciclo de 
los ácidos tricarboxílicos (Hutson, Sweatt et al. 2005, Brosnan and Brosnan 2006). Así, el catabolismo 
ineficiente de estos sustratos anapleróticos puede resultar en “estrés anaplerótico”, que termina en 
una actividad del ciclo de Krebs subóptima (Sunny, Kalavalapalli et al. 2015), afectando al estado 
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energético celular. Esto resalta la importancia de los BCAAs en el metabolismo energético a dos 
niveles diferentes: los propios aminoácidos y cetoácidos, como moléculas señalizadoras y sustratos 
respiratorios, y los productos finales de su catabolismo, como intermediarios de la respiración o 
moléculas de transporte de energía. 
Deficiencias en el metabolismo energético de la célula pueden suponer deficiencias en la síntesis 
total de ATP, que pueden verse reflejadas en procesos fisiológicos celulares como el ciclo de división 
celular, y un reajuste de la morfología mitocondrial (Cogliati, Enriquez et al. 2016). 
C) Dinámica mitocondrial y regulación metabólica
La morfología de la mitocondria está intrínsecamente unida a sus funciones, que incluye la 
producción de ATP por fosforilación oxidativa y el control de especies reactivas de oxígeno (Vafai 
and Mootha 2012). Así, en respuesta a distintos estados metabólicos, la dinámica mitocondrial hará 
que la forma de estas cambie según las necesidades de la célula. Para los procesos de fusión y fisión, 
que marcan el aspecto mitocondrial, el orgánulo dispone de  una maquinaria molecular en las dos 
membranas: las mitofusinas, mitoPLD y Opa1 para la fusión de membranas, y Drp1 junto con Opa1 
para la fisión (Wai and Langer 2016). 
La dinámica mitocondrial está por tanto condicionada por factores como la disponibilidad de 
nutrientes y el metabolismo energético (Liesa and Shirihai 2013, Green, Galluzzi et al. 2014). Así, 
por ejemplo, la fusión mitocondrial podrá ser respuesta adaptativa a un nuevo estado en el medio 
en el que se requiera un aumento en la síntesis de ATP (Gomes, Di Benedetto et al. 2011). La 
fusión mitocondrial es un proceso muy conservado que, en mamíferos, requiere de la interacción 
orquestada de tres GTPasas de la superfamilia de las dinaminas: las proteínas de fusión mitofusinas 
1 y 2 (Mfn1 y Mfn2) y Opa1. Dado que la mitocondria es un orgánulo con doble membrana, la fusión 
entre mitocondrias es un proceso de dos pasos, en los que la fusión de las membranas externas es 
seguida por la de las membranas internas. Las mitofusinas Mfn1 y Mfn2 orquestan la fusión de la 
membrana externa mitocondrial mediante una interacción dependiente de la hidrólisis de GTP (Wai, 
Garcia-Prieto et al. 2015), y son necesarias para el mantenimiento de la red mitocondrial reticular 
en las células. Además, la mitofusina 2 ha sido relacionada con funciones clave en el control del 
metabolismo energético y mitocondrial (Mourier, Motori et al. 2015, Zorzano, Hernandez-Alvarez et 
al. 2015). Por su parte, Opa1 existe en dos isoformas, una larga y una corta, siendo el papel de cada 
una controvertido. Mientras estudios concluyen que el procesamiento proteolítico de Opa1 es un 
evento pro-fusión y necesario para la misma (Frezza, Cipolat et al. 2006, Ishihara, Fujita et al. 2006), 
aumentando su procesamiento en situaciones de déficit de ATP (Baricault, Segui et al. 2007), otros 
relacionan su procesamiento proteolítico con la fragmentación mitocondrial (Wai, Garcia-Prieto et 
al. 2015). En todo caso, si que hay un consenso establecido en que, mediante el favorecimiento de 
las arquitecturas conectadas o fragmentadas, la dinámica mitocondrial permite a la célula regular su 
eficiencia y gasto bioenergético (Liesa and Shirihai 2013).
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Mutaciones en los genes relacionados con la fusión mitocondrial producen diferentes patologías: 
se ha descrito la implicación de cambios en Mfn2 en la enfermedad de Charcot-Marie-Tooth tipo 2A, 
una neuropatía periférica que afecta a las neuronas motoras y sensitivas, y en Opa1 con atrofia óptica 
dominante, un tipo de ceguera causado por la degeneración de las células del ganglio de la retina. 
En este trabajo, partiendo de la identificación bioquímica de pacientes con sospecha de patologías 
que afectaban a las primeras etapas del catabolismo de los aminoácidos ramificados, hemos descrito 
mutaciones en los genes que codifican para las proteínas reguladoras del complejo BCKDH y para la 
transaminasa mitocondrial. Además, hemos aprovechado la ventaja que supone disponer del modelo 
KO natural para profundizar en la patofisiología de las enfermedades descritas, explorando el efecto 
de la alteración en la regulación de los BCAAs sobre la demanda energética y la adaptación de la 
dinámica mitocondrial a los cambios identificados. 

2 objetivos
OBJETIVOS
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El objetivo principal de esta Tesis ha sido profundizar en el conocimiento de la regulación del 
catabolismo de los aminoácidos ramificados y de los estados patológicos que pueden surgir del 
mismo, para desde ahí buscar nuevas dianas de acción terapéutica.
Con esto, se marcaron los siguientes objetivos específicos:
Selección y estratificación bioquímica de pacientes con nuevos defectos en el catabolismo 
de los aminoácidos ramificados.
Búsqueda y caracterización de los eventos causantes de patología en cada caso, mediante 
análisis genético y caracterización de mutaciones. 
Identificación de vías responsables de patogenia, mediante el estudio del impacto de la 
desregulación del metabolismo de los BCAAs en la función mitocondrial.
1
2
3

3 Materiales y Métodos
Pacientes
Materiales
 Muestras de fibroblastos de pacientes y controles
 Vectores
 Reactivos y otros materiales
 Anticuerpos
 Oligonucleótidos
Métodos
 Aislamiento y trabajo con ácidos nucléicos
  Aislamiento de ácidos nucléicos en células
  Electroforesis y cuantificación de ácidos nucléicos
  Amplificación de gDNA y cDNA
  Purificación de productos de PCR
  Mutagénesis dirigida
  RT-PCR cuantitativa (qRT-PCR)
  Secuenciación de Sanger y nomenclatura de mutaciones
  Análisis de ausencia de variantes en población control
 Aislamiento y trabajo con proteínas
 Separación electroforética de proteínas en geles de SDS-PAGE y 
electrotransferencia a nitrocelulosa para inmunodetección
  Detección de proteínas por inmunofluorescencia
 Expresión de tránscritos mediante transfección
  Transfección para la expresión transitoria de un vector
  Infección mediante lentivirus para la expresión estable de un vector
 Determinación de la actividad enzimática del complejo BCKDH
 Análisis de metabolitos mediante el marcaje con isótopos estables por MS/MS
 Técnicas de citometría de flujo
  Medida del anión superóxido: MitoSOX
  Medida del potencial de membrana mitocondrial: TMRM
  Evaluación de la progresión del ciclo celular: IP
  Aislamiento de la población GFP positiva post-infección
 Evaluación del consumo de oxígeno a tiempo real mediante respirometria 
en placa
 Medida de la concentración de ATP celular
 Análisis de la ultraestructura mitocondrial por microscopía electrónica
 Nuevas técnicas de análisis masivo del genoma
 Soporte informático y análisis estadístico
1
2
3
MATERIALES Y MÉTODOS
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Las muestras de pacientes son fibroblastos procedentes de biopsias de piel obtenidas con 
el consentimiento informado de los padres y por el hospital que remitió las muestras. Toda la 
investigación llevada a cabo con este material está autorizada por el Comité de Ética de Investigación 
de la Universidad Autónoma de Madrid, respetando los principios fundamentales de la declaración 
de Helsinki, del Convenio del Consejo de Europa relativo a los derechos humanos y la biomedicina y 
de la declaración universal de la UNESCO sobre el programa Genoma Humano y Derechos Humanos. 
Los datos relativos a la caracterización bioquímica de los pacientes se realizó mediante la 
cuantificación por cromatografía de intercambio de iones o cromatografía de gases-masas en el 
Centro de Diagnóstico de Enfermedades Moleculares. 
El presente trabajo está basado en las muestras de cuatro pacientes que fueron referidos al 
laboratorio con sospecha de una enfermedad metabólica hereditaria relacionada con el catabolismo 
de los aminoácidos ramificados. En base a los estudios que se desarrollan en el apartado de Resultados, 
se definió a los pacientes como PP2Cm, BCKDK_1 y BCKDK_2 y BCATm.
1.1|   Presentación clínica y bioquímica del paciente PP2Cm
El paciente presentado es una mujer nacida en 1990 y que fue diagnosticada como una forma suave 
de la enfermedad de Jarabe de Arce. El diagnóstico se realizó al detectar en el cribado neonatal 
ampliado niveles de BCAAs y BCKAs de dos a cuatro veces aumentados en plasma, con los valores que 
se muestran en la tabla 11. Por tanto, fue puesto inmediatamente bajo un tratamiento dietético con 
restricción de aminoácidos ramificados, tal y como se procede de manera habitual  con los pacientes 
de Jarabe de Arce. La paciente nunca llegó a debutar clínicamente.
Aunque en las analíticas de seguimiento ha seguido mostrando unos niveles ligeramente aumentados 
respecto a los controles, hasta la fecha no ha mostrado ningún signo clínico de la enfermedad, ni 
debutado con ninguna crisis metabólica. 
Pacientes1|
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1.2|   Presentación clínica y bioquímica de los pacientes BCKDK
El primero de los dos pacientes (P.BCKDK_1 en este trabajo) es un niño que fue referido al Hospital 
Sant Joan de Deu por un retraso psicomotor que apareció a partir del primer mes de vida, al que 
siguieron síntomas neurológicos durante el desarrollo, como incapacidad para andar y anormalidades 
en el comportamiento, síntomas gastrointestinales y anorexia moderada. El evento clínico más 
característico de este paciente fue un comportamiento enmarcado dentro del espectro autista. Con 
un peso normal al nacer, presentaba microcefalia (perímetro craneal de 33cm, -2 SD) y un test de 
Apgar de 9/10/10
En el segundo paciente (P.BCKDK_2), el retraso psicomotor apareció desde el primer mes de vida, y 
no empezó a andar hasta los 22 meses de edad, acudiendo al hospital San Cecilio (Granada) a los dos 
años por un severo retraso en el desarrollo. De nuevo, el retraso en desarrollo y las anormalidades 
en el comportamiento, clasificadas dentro del espectro autista, fueron los síntomas neurológicos más 
relevantes. El peso al nacer fue normal, y el test de Apgar de 9/10/10. En el examen físico a los 
dos años se describió un cuello corto, nariz bulbosa y falanges distales reducidas. No se detectaron 
lesiones en la piel, y aunque la altura era normal, presentaba microcefalia (perímetro craneal de 
46cm, -2,5 SD).
Alertados por la clínica, los pacientes fueron referidos a los laboratorios de análisis (el servicio de 
bioquímica del Hospital Sant Joan de Deu para el paciente BCKDK_1 y el CEDEM en el caso del paciente 
BCKDK_2) para realizar un perfil metabólico. Ambos pacientes mostraban una disminución drástica 
de BCAA en plasma y LCR, tal y como se resume en la tabla 11. Concretamente, para el paciente 
BCKDK_1 la reducción de BCAAs era de entre 5 y 10 veces respecto a los controles, y para el paciente 
P.BCKDK_2, de 3 a 5 veces. El perfil metabólico de estos pacientes se asemejaría a un “anti-MSUD”, 
observándose una disminución de metabolitos en lugar de una acumulación tóxica.
1.3|   Presentación clínica y bioquímica del paciente BCATm
Este paciente fue derivado al laboratorio de diagnóstico bioquímico del CEDEM al detectársele en el 
cribado neonatal ampliado niveles aumentados de BCAAs en fluidos corporales, pero normales para 
los BCKAs. 
Como se muestra en la tabla 11, se detectó un aumento de entre 3 y 4 veces en los niveles de BCAAs 
en suero, con valores normales para los cetoácidos –a excepción del α-ceto-β-metilvalérico, para el 
que se observaron valores ligeramente aumentados. En orina no se realizó medida de oxoácidos, 
pero se vieron aumentos muy marcados en las concentraciones de α-cetoglutarto (αKG). Los valores 
de aminoácidos en los controles que siguieron fueron normalizándose, y desde el día 21 de vida fue 
puesta en tratamiento con poca lactancia materna y suplementación con fórmula incorporando los 
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requerimientos mínimos de BCAAs. A día de hoy, lleva una dieta con muy baja restricción proteica.
1.4|   Otros pacientes incluidos en el estudio
En este trabajo se han incluido muestras de otros dos pacientes diagnosticados de Jarabe de Arce 
como modelos de estudio en diferentes estudio. Los datos más relevantes de dichos pacientes son:
P.MSUD_1: Diagnosticado como una forma clásica de MSUD. Mujer nacida en 2001, de etnia gitana. 
Portadora homozigota de la mutación BCKDHB c.853C>T (p.R285X), con una actividad residual del 
complejo BCKDH de un 2,5% frente a controles intraensayo. 
P.MSUD_2: Diagnosticado como una forma variante de MSUD. Varón nacido en 2002, portador de 
las mutaciones c.647C>T (p.A216V) y c.889C>T (p.R297C), con una actividad residual del complejo 
BCKDH de un 30% frente a controles intranesayo. 
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 En esta sección se especifican los detalles técnicos de los materiales utilizados,  distinguiendo por la 
naturaleza de estos y no por el empleo de los mismos, que se abordará en el siguiente punto.
2.1|   Muestras de fibroblastos de pacientes y controles
Para los análisis que comprenden este estudio hemos utilizado fibroblastos primarios de dichos 
pacientes, así como fibroblastos de controles y de otros pacientes con otras patologías. Los datos 
relativos a cada línea celular se resumen en la tabla 2.
Tabla 2_Células utilizadas: 
Materiales2|
Código Muestra Procedencia
Nombre  
comercial
Sexo
C Fibroblastos  control Lonza cc2509 ND
C Fibroblastos  control Coriell  Institute GM8680 V
C Fibroblastos  control Coriell  Institute GM8333 V
P.PP2Cm Fibroblastos  paciente
H.  Ramón  y  
Cajal
NP M
P.BCKDK_1 Fibroblastos  paciente
H.  Sant  Joan  de  
Deu
NP V
P.BCKDK_2 Fibroblastos  paciente H.  San  Cecilio NP V
P.BCATm Fibroblastos  paciente H.  La  Paz NP M
P.MSUD_1 Fibroblastos  paciente H.  V.  Arrixaca NP M
P.MSUD_2 Fibroblastos  paciente H.  V.  Arrixaca NP V
NP= No procede; ND= No determinado; V= Varón; M= Mujer
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Las muestras de pacientes son fibroblastos procedentes de biopsias de piel obtenidas con 
el consentimiento informado de los padres y por el hospital que remitió las muestras. Toda la 
investigación llevada a cabo con este material está autorizada por el Comité de Ética de Investigación 
de la Universidad Autónoma de Madrid, respetando los principios fundamentales de la declaración 
de Helsinki, del Convenio del Consejo de Europa relativo a los derechos humanos y la biomedicina y 
de la declaración universal de la UNESCO sobre el programa Genoma Humano y Derechos Humanos. 
En los experimentos de caracterización de mutaciones mediante la expresión transitoria  de un 
plásmido conteniendo el gen en estudio utilizamos células COS7, fibroblastos de riñón de mono verde 
africano, transformados mediante un mutante defectivo de SV40. 
Para el empaquetado de partículas lentivirales utilizamos células HEK293T, originadas a partir de la 
línea celular HEK293 (células embrionarias de riñón humano transformadas mediante adenovirus).
Todas las células, salvo que se indique lo contrario, fueron cultivadas en medio de cultivo MEM 
(Minimal Essential Medium) suplementado con glutamina 2 mM, 10% v/v suero bovino fetal (FBS) 
y antibióticos, en condiciones de cultivo estándar (atmósfera de humedad relativa del 95%, 5% CO2 
y  a 37 0C). Para recogerlas, fueron tratadas con una solución de tripsina 0,25% y EDTA 0,02%, y 
sedimentadas mediante centrifugación. Las células  se conservan congeladas en suero fetal con 
DMSO al 5% en N2 líquido. En todos los ensayos, y salvo que se indique lo contrario, los fibroblastos se 
encontraban a un 80% de confluencia en el momento del experimento y entre 6 y 13 pases.
En expermientos en los que se cambió a un medio más oxidativo, las células fueron crecidas en 
DMEM en el que se susituyó la glucosa por galactosa 1g/L durante 24h.
2.2|   Vectores
A lo largo de este trabajo hemos utilizado distintos vectores, para expresar transitoriamente el 
cDNA de los genes en estudio y para generar partículas lentivirales con las que infectar células con un 
plásmido conteniendo shRNA. 
Tabla 3_Vectores utilizados: 
Plásmido Descripción Uso Casa  comercial
pT-­‐REX/DEST30
Vector  clonaje  para  el  gen  PPM1K  en  sus  
formas  wt  y  mutadas
Expresión  transitoria  para  la  caracterización  
molecular  de  PP2Cm
Invitrogen
pEZ-­‐Lv205                                          
(EX-­‐M0284-­‐Lv205)
Vector  clonaje  para  el  gen  BCKDK  co-­‐
expresado  con  la  proteína  GFP
Expresión  estable  para  la  caracterización  
molecular  de  BCKDK
GeneCopoeia
pLKO.1
Vector  conteniendo  las  secuencias  para  los    
shRNA  utilizados
Inhibición  de  la  expresión  del  gen  BKCDK Sigma  Aldrich
pCMV-­‐dR8.74  
Vector  empaquetador  del  plásmido  en  
partículas  lentivirales
Generación  de  partículas  lentivirales  par  ala  
infección  con  los  shRNA  
Addgene
pMD2.G  
Vector  para  generar  la  cápsida  de  las  
partículas  lentivirales
Generación  de  partículas  lentivirales  para  la  
infección  con  los  shRNA
Addgene
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2.3|   Reactivos y otros materiales
Las tablas 4 a 7 recogen la información relativa a los sustratos, sondas fluorescentes, kits, reactivos 
y demás tampones y soluciones empleados en en este trabajo.
Tabla 4_Reactivos: 
Reactivo/  Producto Referencia Casa  comercial Uso
[1-­‐14C]-­‐Leucina 6109-­‐63-­‐3 Amersham
Medida  de  la  actividad  descarboxilativa  de  
BCKDH
[U-­‐13C]-­‐leucina CLM-­‐468-­‐1
Cambridge  Isotope  
Laboratories  
Rastreo  de  isótopos  mediante  MS/MS
2-­‐Deoxy-­‐D-­‐glucosa D6134 Sigma  Aldrich Medida  de  ATP
4-­‐12%  NuPage  Precast  Gels NP0335 Invitrogen  -­‐  Life  Technologies Western  Blot
Adensoine  5'-­‐diphopsphate  
monopotassium  salt  dihydrate  (ADP)
A5285 Sigma  Aldrich
Valoración  de  la  sensibilidad  en  la  formación  
de  mPTP
Agarose  D1  Low  EEO 8010 Conda Análisis  de  PCR
Albumin,  bovine  serum,  FA  free A6003 Sigma  Aldrich Estándar  para  cuantificación  de  proteínas
Antimicina  A A8674 Sigma  Aldrich
Valoración  de  la  tasa  de  consumo  de  oxígeno  
(Seahorse)
Biorad  Protein  Assay  (reactivo  de  Bradford) 500-­‐006 Biorad Cuantificación  de  proteínas
Blot  Gel  Transfer  Stacks  Nitorellulose  
Regular
IB3010-­‐01 Invitrogen  -­‐  Life  Technologies Western  Blot
Carbonyl  Cyanide  4-­‐(trifluorometoxy)  
Phenyl  (FCCP)
C2928 Sigma  Aldrich
Valoración  de  la  tasa  de  consumo  de  oxígeno  
(Seahorse)
Ciclosporina  A C3662 Sigma  Aldrich
Valoración  de  la  sensibilidad  en  la  formación  
de  mPTP
Complete  mini  EDTA  free 11  836  170  001 Roche Exctracción  de  proteínas
Digitonina D141 Sigma  Aldrich
Valoración  de  la  sensibilidad  en  la  formación  
de  mPTP  |  Searhose
ECL  Western  Blotting  Detection RPN  2209 GE  Healthcare  Life  Science Western  Blot
FBS  (Fetal  Bovine  Serum) F-­‐7524 Sigma  Aldrich Cultivos  celulares
Formalina H-­‐T501128 Sigma  Aldrich Microscopía
Glucosa 8346 Merck
Medida  de  la  actividad  descarboxilativa  de  
BCKDH
Glutamina 25030-­‐081 Gibco  BRL Cultivos  celulares
JetPEI 101-­‐10N Polyplus  Transfection Transfección  de  DNA
L-­‐Leucina 7875 Sigma  Aldrich
Medida  de  la  actividad  descarboxilativa  de  
BCKDH
Lipofectamina  +  Plus  reagent 18324-­‐012 Invitrogen  -­‐  Life  Technologies Transfección  de  DNA
Lipofectamina  LTX 15338-­‐100 Invitrogen  -­‐  Life  Technologies Transfección  de  DNA
MEM  (Minimun  Essential  Medium) 10600001 GE  Healthcare  Life  Science Cultivos  celulares
Nitrocelulose  blotting  membrane  0,2  μM LC5800 Invitrogen  -­‐  Life  Technologies Western  Blot
Novex  Sharp  Pre-­‐Stained  Protein  Standards NP0002 Invitrogen  -­‐  Life  Technologies Western  Blot
NuPAGE  MES  SDS  Running  Buffer O4876 Sigma  Aldrich Western  Blot
Oligomicina 31985-­‐047 Invitrogen  -­‐  Life  Technologies
Valoración  de  la  tasa  de  consumo  de  oxígeno  
(Seahorse)
OptiMEM  I  Reduced  Serum  Medium  Lquid-­‐  
with  glutamine
04  906  837  001 Roche Western  Blot
PhosphoSTOP -­‐ BD-­‐Falcon Western  Blot
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Tabla 5_Kits comerciales: 
Tabla 6_Sondas fluorescentes: 
Placas  y  botellas  de  cultivos 4710444001 Roche Cultivos  celulares
Polimerasas  FastStart 50547 Lonza PCR
Prosieve  Protein  Marker R8875 Sigma  Aldrich Western  Blot
Rotenona K0629 Sigma  Aldrich
Valoración  de  la  sensibilidad  en  la  formación  
de  mPTP
Sodium  4-­‐metil-­‐2-­‐oxovalerato S-­‐7501 Sigma  Aldrich Varios
Succinato 15596028 Life  Science
Valoración  de  la  sensibilidad  en  la  formación  
de  mPTP
Tripsina Cultivos  celulares
Trizol Aislamiento  de  RNA
  Kit Referencia Casa  comercial Uso
ATP  Bioluminescence  Assay  Kit  CLS  II 11  699  695  001 Roche Medida  de  ATP
BigDyeTM  Terminator  v3.1  Cycle  
Sequencing  Kit
4337455 Applied  Biosystems Secuenciación
MagNA  Pure  Compact  Nucleic  Acid  
Isolation  kit
03730972001 Roche Aislamiento  de  ácidos  nucléicos
Mitochondria  Isolation  Kit-­‐  human 130-­‐094-­‐532 Miltenyi  Biotec Extracción  de  la  fracción  mitocondrial
Qiagen  Plasmid  Purification  Maxi  Kit 12163 Qiagen Aislamiento  de  DNA  plasmídico  -­‐  Maxiprep
QIAquick  Gel  Extraction  Kit 28704 Qiagen Purificación  de  banda  en  gel
Quickchange  TM  Site  Directed  
Mutagenesis  Kit
200524 Agilent  Technologies Mutagénesis
SuperScript  Vilo  cDNA  synthesis  kit 11754050 Invitrogen  -­‐  Life  Technologies RT-­‐PCR
Wizard  Plus  Miniprep  DNA  Purification  
System
A1330 Promega Aislamiento  de  DNA  plasmídico  -­‐  Miniprep
β-­‐Gal  Assay  Kit K1455-­‐01 Invitrogen  -­‐  Life  Technologies Medida  de  la  activdad  β  galactosidasa
Sonda Referencia Casa  comercial Uso
Calcium  Green C-­‐3011MP Molecular  Probes-­‐Invitrogen
Valoración  de  la  sensibilidad  en  la  formación  
de  mPTP
DAPI  (4',6-­‐diamino-­‐2-­‐fenillindol) 268298 Merck   Marcaje  de  DNA,  inmunofluorescencia
IP  (Ioduro  de  Porpidio) P4170-­‐25MG Sigma  Aldrich Marcaje  de  DNA,  citometría  de  flujo
Mitosox M36008 Invitrogen  -­‐  Life  Technologies Valoración  de  anión  superóxido
Mitotracker M7512 Molecular  Probes-­‐Invitrogen Marcaje  de  mitocondrias,  microscopía  confocal
Tetramteil  rodamina  meti  ester  (TMRM) T-­‐668 Molecular  Probes-­‐Invitrogen
Valoración  del  potencial  de  membrana  
mitocondrial
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Tabla 7_Soluciones y tampones:
Solución Composición Uso
TBS TrisHCl  50  mM,  NaCl  276  mM,  KCl  54  mM  pH  8 Varios
Tampón  Laemmli  4x SDS  8%,    β  mercaptoetanol  20%,  Glicerol  40%,  Tris  0,125  M,  0,008%  Azul  de  bromofenol Carga  de  proteínas  en  SDS-­‐PAGE
Tampón  electroforesis Tris  -­‐  Glicina  -­‐  SDS  10% SDS-­‐PAGE
Tampón  de  lisis  RIPA
NaCl  150  mM,  Tritón  X-­‐100  1%,  Deoxicolato  sódico  0,5%,  SDS  0,1%,  Trsi  pH  8  50  mM,  
inhibidores  de  proteasas  y  fosfatasas
Lisis  de  células
Tampón  de  lisis Tris  100  mM,  4  mM  EDTA,  pH  7,75 Lisis  de  células  para  medida  de  ATP
TAE Tris-­‐Acetato  40  mM,  EDTA  2  mM Electroforesis  de  ácidos  nucléicos
Solución  lavado TBS  1x,  Tween-­‐20  0,05% Lavado  membranas  Western  Blot
Solución  Deshibridiación TBS  1x,  Tween-­‐20  0,05%,  glicina  0,2  M
Deshibirdación  de  membranas  
Western  Blot
Solución  bloqueo TBS  1x,  Tween-­‐20  0,05%,  leche  en  polvo  5%  p/v
Bloqueo  de  membranas  Western  
Blot
Poliacrilamida Acrilamida  30%,  bisacrilamida  0,8% Geles  SDS-­‐PAGE
PBS NaCl  137  mM,  KCl  2,7  mM,  PO4HNa212H2O  8  mM,  PO4H2K  1,5  mM Varios
NuPAGE  MES  SDS  Running  
Buffer
MES  50  mM,  Tris  base  50  mM,  SDS  0,1%,  EDTA  1  mM,  pH  7,3 SDS-­‐PAGE
Tampón  Krebs-­‐Ringer  
fosfato
NaCl  0,154  M,  KCl  0,154  M,  CaCl2  0,11  M,  MgSO4  0,154  M,  KH2PO4  0,154  M  
Medida  de  la  actividad  
descarboxilativa  de  BCKDH
Tampón  de  fijación Paraformaldehído  4%,  glutaraldehído  2%  en  tampón  fosfato  Na/Na2  0,1  M  pH  7,4 Microscopía  electrónica
Tampón  MSK KCl  125  mM,  MgCl2  3  mM,  HEPES  20  mM,  KH2PO4
Valoración  de  la  sensibilidad  en  la  
formación  de  mPTP
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2.4|   Anticuerpos
Hemos utilizado en los distintos experimentos los siguientes anticuerpos para la detección de las 
proteínas indicadas en la tabla 8, en las condiciones que en la misma se especifican. 
Tabla 8_Anticuerpos:
Anticuerpo Proteína/  Diana Uso  -­‐  Dilución Referencia Casa  comercial
Anti-­‐4E  BP1  (53H11) 4E  BP1  total WB,  1:1000 9644 Cell  Signaling
Anti-­‐BCAT2 BCATm WB,  1:1000 9432 Cell  Signaling
Anti-­‐BCKDHA BCKDHA WB,  1:1000 ab68094 Abcam
Anti-­‐BCKDHB BCKDHB WB,  1:500 sc-­‐160974
Santa  Cruz  
Biotechnology
Anti-­‐BCKDK BCKDK WB,  1:1000;  IF,  1:100 ab111716 Abcam
Anti-­‐CS Citrato  Sintasa WB,  1:1000  (2h) C5498 Sigma  Aldrich
Anti-­‐DBT DBT WB,  1:1000 ab88471 Abcam
Anti-­‐  p44/42  MAPK  (Erk1/2) ERK1/2  total WB,  1:1000 9102 Cell  Signaling
Anti-­‐Glutathione  Peroxidase  1 GPX WB,  1:1000 ab22604 Abcam
Anti-­‐hsp60 Hsp60 WB,  1:1000  (2h) SPA-­‐829 Stressgene
Anti-­‐JNK2 JNK2  total WB,  1:1000 4672 Cell  Signaling
Anti-­‐LAMP1  (C54H11)
LAMP1  (glicosilado  y  
sin  glicosilar)
WB,  1:1000 3243 Cell  Signaling
Anti-­‐LC3B LC3B  I  y  II WB,  1:1000 2775 Cell  Signaling
Anti-­‐MFN2,  clone  4H8 MFN2 WB,  1:1000 H00009927 Abnova
Anti-­‐SOD2 MnSOD WB,  1:25000 ADI-­‐SOD-­‐111 Enzo  
Anti-­‐OPA1 OPA1 WB,  1:1000 612607 BD  Biosciences
Anti-­‐phospho  -­‐  p44/42  MAPK  (Erk1/2)  
(Thr202/Tyr204)
P·∙  ERK1/2 WB,  1:1000 9101 Cell  Signaling
Anti-­‐phospho  4E  BP1  (Ser65) P·∙4EBP1 WB,  1:1000 9451 Cell  Signaling
Anti-­‐phsopho-­‐BCKDE1A P·∙BCKDHA WB,  1:4000 A303-­‐567A Bethyl
Phospho-­‐BCKDE1A  (S293)  blocking  
peptide
BP303-­‐567P Bethyl
Anti-­‐phospho-­‐  SAPK/JNK  
(Thr183/Tyr185)
P·∙JNK2 WB,  1:1000 9251 Cell  Signaling
Anti-­‐phopho-­‐  p38  MAP  Kinase P·∙p38 WB,  1:1000 9211 Cell  Signaling
Anti-­‐p38α  MAP  Kinase p38  total WB,  1:1000 9228 Cell  Signaling
Anti-­‐PPM1K PP2Cm IF,  1:300 HPA020066 Sigma  Aldrich
Anti-­‐PPM1K PP2Cm WB,  1:1000 ab96763 Abcam
Anti-­‐Tubulina Tubulina WB,  1:1000 T  9026 Sigma  Aldrich
Péptido  de  bloqueo  para  A303-­‐567A
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2.5|   Oligonucleótidos
Para la amplificación de DNA, secuenciación y mutagénesis utilizamos los siguientes oligonucleótidos. 
Tabla 9_Oligonucleótidos:
Gen Nombre Uso Secuencia  5'-­‐3'
PPM1K PPM1K-­‐3S Amplificación  exón  2 CTGTCTGCTGATGCAACTCTT
PPM1K PPM1K-­‐4AS Amplificación  exón  2 TACAACCAGTTCAATACCATC
PPM1K PPM1K-­‐delTA Mutagénesis  dirigida CAGCTGATTTCTGTCACCCCACATGGAGAAATG
PPM1K PPM1K-­‐cDNA-­‐S Amplificación  cDNA GTCTTTGGAGCTGAGTTATGTC
PPM1K PPM1K-­‐cDNA-­‐AS Amplificación  cDNA CACTGACTTGTGCGCTGATCTAG
BCKDK BCKDK-­‐6A Amplificación  exón  7 AAGCTGACAGACTTCCCTCC
BCKDK BCKDK-­‐7B Amplificación  exón  7 GATCCCCAGCCCAGTCTC
BCKDK BCKDK-­‐12A Amplificación  exón  13 CCCAGTCAGGACCCATGC
BCKDK BCKDK-­‐12B Amplificación  exón  13 CCATGTAAGTCCATCTGTCTGG
BCKDK BCKDK-­‐1S Amplificación  cDNA TCAGTCCTAGCGGATCCTCTG
BCKDK BCKDK-­‐1AS Amplificación  cDNA AGGCTGGTCGGGTGAGCAGG
BCKDK BCKDK-­‐566S Amplificación  cDNA CAGAGGGCCTACGTGAGAGCC
BCKDK BCKDK-­‐745-­‐AS Amplificación  cDNA CTTCTTTGGTGAGAGACGAGTAC
BCAT2 BCAT2-­‐11S Amplificación  exón  11 ACAGCTCCGTAGGCACTCG
BCAT2 BCAT2-­‐11AS Amplificación  exón  11 CGCTGGCCTTTTATTTCG
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En este apartado abordamos los métodos que utilizamos a lo largo del trabajo. Se organizan según la 
finalidad conceptual de los mismos, encontrándose así repetido en ocasiones el mismo experimento 
a lo largo de los resultados. 
3.1|   Aislamiento y trabajo con ácidos nucleicos
A) Aislamiento de ácidos nucleicos en células
El aislamiento de ácidos nucleicos de las distintas muestras utilizadas en este trabajo se realizó 
siguiendo el protocolo y las recomendaciones de los proveedores de cada uno de los kits de aislamiento 
empleados. 
La preparación de las muestras para ello fue:
A) mediante la tripsinización de las células en cultivo y posterior lavado con PBS, seguido 
de una precipitación centrifugando 5’ a 490 rcf, formando un pellet homogéneo, cuando el 
material eran fibroblastos en cultivos.
B) por centrifugación de un cultivo bacteriano crecido a 37 ºC O/N en agitación cuando se 
extraía DNA plasmídico. 
Las técnicas para la extracción de los distintos ácidos nucleicos dependieron de la naturaleza de los 
mismos. 
B) Electroforesis y cuantificación de ácidos nucleicos. 
La cuantificación y pureza de ácidos nucleicos se analizó en un Nanodrop ND-1000 (Termo Scientific), 
teniendo en cuenta la relación A260/280 y A260/230. El análisis de los fragmentos de cDNA, DNA plasmídico y 
gDNA se llevó a cabo mediante electroforesis en geles de agarosa en cubetas de desarrollo horizontal 
acopladas a una fuente de energía con un tampón de electroforesis TAE (descrito en la tabla 7). 
Métodos3|
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Tras la electroforesis, el tamaño de las bandas se analizó con un transiluminador acoplado a una 
cámara para comparar, sobre la imagen, las bandas obtenidas con distinto peso molecular conocido 
DNA Molecular Weight Marker V, II y φ 29 (CBMSO).
C) Amplificación de gDNA y cDNA
Amplificación de gDNA: se ha empleado un protocolo de PCR estándar ajustándolo en cada caso 
según la longitud del amplicón y la temperatura de melting de los oligonucleótidos (descritos en la 
tabla 8).  Se amplificaron entre 250 y 500 pares de bases de DNA utilizando polimerasa FastStart en 
un termociclador Veriti (Applied Biosystems). Tras la amplificación, los productos de PCR se analizan 
en un gel de agarosa del % adecuado al tamaño esperado con bromuro de etidio al 4% (v/v).
Amplificación de cDNA: obtuvimos cDNA por retrotranscripción (RT-PCR) partiendo de 1,5 mg 
de RNA total mediante el kit SuperScript III First Strand Synthesis for RT-PCR y oligodT según las 
recomendaciones del proveedor. Posteriormente amplificamos el cDNA obtenido mediante PCR con 
oligonucleótidos específicos (ver tabla 8) y la polimerasa FastStart. Los productos de PCR se separaron 
y visualizaron en un gel de agarosa para determinar su tamaño y/o purificar las bandas para su 
posterior secuenciación. 
D) Purificación de productos de PCR y secuenciación
Tras la amplificación, los fragmentos de DNA se purificaron con SpinClean PCR Purification Kit para 
su posterior secuenciación. Los fragmentos de DNA separados en geles de agarosa se purificaron 
utilizando el kit QIAEX II Gel Extraction. 
Una vez purificados, los fragmentos de DNA se secuenciaron mediante el método enzimático de 
terminación de cadena de DNA por incorporación de dideoxinucleótidos trifosfato (ddNPTs). Se 
emplearon para ello 300 ng de DNA para los productos de PCR y de 300 a 500 ng para las construcciones 
plasmídicas; oligonucleótidos específicos a una concentración de 5 mM y el kit BigDyeTM Terminator 
v3.1 Cycle Sequencing. Los productos obtenidos se resuelven por electroforesis capilar en un 
secuenciador automático ABI Prism 3730 de Applied Biosystems. 
E) Mutagénesis dirigida
Para realizar la mutagénesis dirigida sobre el gen PPM1K (deleción de dos pares de bases, PPM1K 
c.417_418delTA) se partió del plásmido pT-REX/DEST30 conteniendo la forma wild type del gen. 
La mutagénesis se realizó mediante el kit QuickchangeTM Site Directed Mutagenesis siguiendo las 
recomendaciones del proveedor y empleando los nucleótidos específicos que se indican en la tabla 8, 
que incorporaban la deleción a introducir. 
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Una vez terminada la PCR para la generación de los mutantes, se transformaron bacterias XL1-Blue 
(Stratagene).
F) RT-PCR cuantitativa (qRT-PCR)
Para realizar las PCR cuantitativas, se utilizó SYBR Master Mix (Applied Biosystems) y oligonucleótidos 
específicos (especificados en la tabla 8). La amplificación y el análisis se realizó en un equipo LightCycler 
480, de Roche, y los datos fueron normalizaos utilizando el gen de expresión constitutiva GAPDH. Los 
resultados se expresan como el parámetro “Relative Quantity (RQ)”, que nos permite comparar la 
cantidad de mRNA en los distintos extractos. Para ello, se realizó el análisis matemático de los datos 
crudos obtenidos (el crossing threshold (Ct) o crossing point (Cp) de la siguiente manera:
 ΔCt = (Ct del gen en estudio) – (Ct del gen constitutivo, GAPDH)
 ΔΔCt = ΔCt de una muestra - ΔCt de la muestra de referencia
 RQ = 2 ^(-ΔΔCt)
Array de expresión de genes de apoptosis
Valoramos la expresión de 84 genes relacionados con la apoptosis (proapoptóticos y antiapoptóticos), 
mediante el kit ‘RT2 ProfilerTM PCR Apoptosys Arrays de SABiosciences compatibles con el LightCycler 
480 apparatus 96-well Block (Roche Applied Science). Para ello, extrajimos el RNA de fibroblastos del 
paciente PP2Cm y de un control. Para cada ensayo se correrán por duplicado tres réplicas biológicas 
de pacientes y al menos tres muestras de RNA de diferentes controles. El array incluye sondas para 
cuantificar la expresión de 84 genes implicados en apoptosis.
G) Secuenciación de Sanger y nomenclatura de mutaciones
La secuenciación de los fragmentos de DNA se llevó a cabo empleando el método enzimático de 
terminación de cadena de DNA por incorporación de dioxinucleótidos trifosfato (ddNTPs), descrito 
por Sanger (ref). Se empleó el Big Dye Terminator v. 31 Cycle Sequencing kit (Applied Biosystems) con 
la posterior resolución en un secuenciador automático ABI Prism 3730 (Applied Biosystems).
Las mutaciones se han nombrados siguiendo las recomendaciones de la Human Genome Variation 
Society, y utilizando el soporte informático Mutalyzer.
H) Análisis de ausencia de variantes en población control
La determinación de la ausencia de una variante determinada en alelos control étnicamente similares 
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se ha realizado de diferentes maneras complementarias:
a) mediante un análisis in silico de bases de datos de población control como 1000 genomas, 
Exome Variant Browser o ExAc Browser 
b) mediante secuenciación de alelos control del fragmento de interés
c) mediante el análisis de una PCR a tiempo real seguida de una curva de fusión por HRM (High 
Resolution Melting). Para ello se usó High Resolution Melting Master Mix (Roche) siguiendo las 
instrucciones del proveedor y el proceso se monitorizó en un LightCycler®480 (Roche). Las curvas 
de fusión se normalizan y agrupan según su temperatura de fusión con LightCycler® 480 Gene 
Scanning Software (Roche), que utiliza un algoritmo basado en la similitud de las curvas para 
identificar las muestras wild-type y diferenciarlas de las muestras mutantes. 
Tanto para la secuenciación como para el análisis por HRM se utilizaron los alelos control contenidos 
en el panel Human Random Control DNA Panel-1 HRC-1 (ECAA y Sigma-Aldrich).
3.2|   Detección de proteínas
La detección de proteínas se realizó con dos abordajes diferentes, según cada situación:
A) Separación electroforética de proteínas en geles SDS-PAGE y posterior electrotransferencia a 
nitrocelulosa e inmunodetección
Para la obtención de la fracción proteica de los fibroblastos en cultivo, se tripsinizaron y lavaron con 
PBS, para luego centrifugarlos 5’ a 490 rcf. Tras eliminar el sobrenadante, se resuspendió el pellet 
en tampón de lisis (descrito en la tabla 7) con los inhibidores de proteasas y fosfatasas indicados en 
la tabla 4. Las células fueron entonces incubadas 30’ a 4ºC en agitación y centrifugadas 5’ a 16 rcf, 
descartándose el sedimento y conservando el sobrenadante en hielo, que corresponde a la fracción 
proteica clarificada. 
Para la detección de algunas proteínas fue necesario el aislamiento de la fracción mitocondrial. Para 
ello, sometimos el pellet correspondiente a los fibroblastos de entre dos y tres millones de células a 
una cromatografía de afinidad con el kit Mitochondria Isolation – human, de Miltenyi Biotec, siguiendo 
las instrucciones del fabricante.
Tras cuantificar la cantidad de proteína de los extractos proteicos mediante la técnica de Bradford 
utilizando BSA como estándar, cargamos en un gel entre 25 y 50 mg de extracto proteico. Esta cantidad 
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de proteína se diluyó con tampón de carga Laemmli 4x (tabla 7) y agua hasta un volumen máximo de 
35 mL y se hirvió la muestra durante 5’.
La separación electroforética se llevó a cabo en los sistemas NuPAGE del 4-12% de gradiente 
acrilamida de Invitrogen, utilizando MES como tampón de electroforesis o los geles Precast 12% 
de Biorad, utilizando un tampón de electroforesis como el descrito en la tabla 7. Para determinar 
los pesos moleculares de las proteínas empleamos como marcador de peso molecular ProSieve™ 
Color Protein Markers de Lonza. Los geles corrieron a un voltaje constante de 120V durante el tiempo 
necesario para separar las bandas del peso molecular esperado. 
Tras la electroforesis, los geles se transfirieron a membranas de nitrocelulosa de 0,2 mM con el 
sistema iBlot Gel Transfer Stacks Nitrocellulose Regular durante 7’ a 20V. Comprobamos la eficiencia de 
la transferencia mediante la tinción de las membranas con el reactivo Rojo Ponceau. Las membranas 
fueron bloqueadas con leche al 5% en TBS Tween 0,05% durante al menos 2 h en agitación, y se 
incubaron con el anticuerpo primario diluido a las concentraciones establecidas en la tabla 8 en 
solución de bloqueo durante toda la noche a 4ºC en agitación. Tras lavar tres veces durante 5’ con 
TBST, se incubaron con el anticuerpo secundario correspondiente unido a peroxidasa (HRP) durante 2 
h en agitación. Pasadas las dos horas de incubación, se lavaron las membranas con TBST y se procedió 
a la detección de proteínas por quimioluminiscencia utilizando ECL o Femto, según correspondiese, y 
películas de rayos X RP2 PLUS. 
Para escanear las películas y densitometrar las bandas obtenidas se utilizó el escáner de BioRad 
G-8000 y el soporte informático Quantity One, también de BioRad.
En los casos en los que se realizó más de una detección sobre la misma membrana, incubamos 
la misma –rehidratada con TBST- con solución de deshibridación (ver Tabla 7) durante 20’ a 80 ºC, 
volviendo luego a bloquear y seguir con el protocolo de inmunodetección descrito. 
Puesta a punto de la detección de P·BCKDHA
Para validar la especificidad de reconocimiento del epítopo P-Ser293 BCKDE1a por el anticuerpo 
anti P-BCKDE1a (A303-567A, Bethyl), se utilizó un péptido de bloqueo específico que interrumpe 
la interacción antígeno-anticuerpo (BP303-567P, Bethyl). La disrupción máxima fue obtenida tras la 
incubación de 4 μg de anticuerpo con 20 μg de péptido de bloqueo previo al Western blot, que 
procedió con normalidad. 
En la figura 4 se muestra cómo la incubación con el péptido de bloqueo elimina la banda específica 
correspondiente al residuo fosforilado de todo el resto de bandas que aparecían en el Western blot 
normal. 
46
MATERIALES Y MÉTODOS
B) Detección de proteínas mitocondriales por inmunofluorescencia
Para la detección de proteínas mitocondriales por inmunocitoquímica, cultivamos los fibroblastos 
sobre cubreobjetos redondos de cristal. Realizamos una tinción de las mitocondrias mediante una 
incubación durante 40’ a 37 ºC con la sonda fluorescente Mitotracker-Red a una concentración de 
500 nM diluida en MEM. Tras un lavado con PBS, fijamos las células con formalina 10% durante 20 
minutos a temperatura ambiente. 
Sobre las células fijadas realizamos la inmunodetección, permeabilizando las células con la solución 
de permeabilización indicada en la Tabla 7, y bloqueo durante 30’ con la solución indicada en la misma 
tabla. La incubación con el anticuerpo primario se realizó O/N en un ambiente húmedo a 4 ºC en 
agitación. Tras tres lavados de 5’ con PBST, se incubó con el anticuerpo secundario durante 30’. 
Para la tinción del núcleo, se incubó la muestra con DAPI durante 5’, en la concentración indicada en 
la tabla 6. 
Finalmente, y tras lavar otra vez con PBST tres veces durante 5’, se deshidrató las células mediante 
tres lavados cortos por inmersión en etanol.
- ExM0284 ExM0284- -
P.BCKDK_2 P.BCKDK_1 C
- ExM0284 ExM0284- -
P.BCKDK_2 P.BCKDK_1 C
- ExM0284 ExM0284- -
P.BCKDK_2 P.BCKDK_1 C
(BCKDHA)
P·BCKDHA
49,8
46,5
33,1
(BCKDHA)
P·BCKDHA
P·BCKDHA P·BCKDHA + péptido de bloqueo (reconoce 
el epítopo del anticuerpo, bloqueando su 
capacidad para unirse a P·BCKDHA)
BCKDHA total
Figura 4_ Especificidad del anticuerpo anti-P·BCKDEIa: Western blot representativo de extractos 
mitocondriales de los pacientes BCKDK y controles sin infectar o infectados con el plásmido que expresa la 
forma wt del gen (ExM0284), hibridado contra P·BCKDHA, BCKDHA total o P·BCKDHA + 20 ug de péptido 
de bloqueo.
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3.3|   Expresión de transcritos mediante transfección 
Para la expresión de transcritos (cDNA o shRNA) se utilizaron dos métodos diferentes, según se 
pretendiese una expresión transitoria o estable.
A) Transfección para la expresión transitoria de un vector en células eucariotas
Para la expresión transitoria del gen PPM1K en su forma wt o mutada, contenida su secuencia 
codificante en el vector pT-REX/DEST30 (indicado en la tabla 3), transfectamos las células con 
lipofectamina LTX. Para ello, paqueamos 24 h antes del ensayo, 200.000 células por pocillo de placa p6 
(9,6 cm2 de superficie de cultivo), de tal manera que estaban a un 80% de confluencia en el momento 
de transfección. 
El protocolo de transfección seguido fue el recomendado por la casa comercial. Se mezclaron 3 
mg de DNA y 2 mL de lipofectamina LTX en 500 mL de optiMEM, que se añadieron a las células 
plaqueadas tras 30’ de incubación a RT. Las células se recogieron 24h tras la transfección. 
En aquellos experimentos en los que fue necesario valorar la eficiencia de transfección, co-
transfectamos el mencionado vector con el plásmido pT-REx/DEST30-LacZ, que codifica para la 
proteína β-galactosidasa, permitiendo medir la actividad de la misma.
B) Infección mediante lentivirus para la expresión estable de un vector en células eucariotas
Para la expresión estable de los plásmidos conteniendo el cDNA del gen BCKDK (Ex-Lv205-M0284) o 
los shRNA para la interferencia del mismo (vector pLKO.1), identificados en la tabla 3, se infectó a los 
fibroblastos con los mismos mediante el empaquetamiento de los plásmidos en partículas lentivirales. 
Para la generación de los lentivirus se transfectaron células HEK293T con los plásmidos 
empaquetadores y codificantes para las cápsidas virales, así como con el plásmido de interés. La 
transfección se realizó con lipofectamina y Plus Reagent (ver tabla 4). 24h después de la transfección, 
se cambió el medio a las células HEK293T, añadiendo medio MEM fresco durante otras 24h. Pasado 
ese tiempo, se recogió el medio extracelular y se filtró con una jeringuilla y filtros de 0,45 µm, 
obteniendo un medio limpio de células y con las partículas lentivirales en el mismo. No se tituló la 
concentración de lentivirus, pasándose a añadir 1 mL de dicho medio a los 5 mL de medio de una 
placa de los fibroblastos a interferir, con polibreno 4 µg/mL. 
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La selección de las células infectadas se realizó mediante el tratamiento con puromicina a una 
concentración de 1 µg/mL, para la infección con el plásmido pLKO 1.0 que expresa resistencia al 
antibiótico o mediante un sorting con el citómetro FACSVantage Turbo Sorter (BD Biosciences), para 
la expresión del plásmido pEZ-Lv205, que contiene una secuencia IRES entre el gen BCKDK y eGFP. 
3.4|   Determinación de la actividad enzimática del complejo BCKDH 
La determinación de la actividad enzimática del complejo BCKDH se midió como la tasa de 
descarboxilación de [1-14C]-leucina, utilizando el método de Wendel modificado (Wendel, 1973). 
El experimento se realizó sobre células cultivadas en dos pocillos de p6 y recogidas por tripsinización. 
Tras centrifugar, el pellet fue resuspendido en 300 mL de glucosa 2 mM. Esta suspensión celular se 
añadió a la mezcla de reacción, que contenía, en un volumen total de 100 mL, 50 mL de suspensión 
celular y L-leucina 0,1 mM, glucosa 10 mM, [1-14C]-leucina 0,5 µCi y tampón Krebs Ringer Fosfato. 
La actividad o tasa de descarboxilación se midió como el 14CO2 liberado por el metabolismo de la 
[1-14C]-leucina en fibroblastos intactos, medido en ausencia de inhibidores de kinasas (Duran, 1978), 
expresada en pmoles de CO2 liberado en 4 h/ µg de proteína, y corregida por la incorporación de 
[1-14C]-leucina a proteínas como control metabólico del experimento. Para medir la incorporación a 
proteínas, la mezcla de reacción fue recogida con las células y tratadas con ácido tricloroacético a 4ºC 
durante toda la noche, resultando en la precipitación de las proteínas. Éstas fueron resuspendidas 
con NaOH 0,5 N e incubadas a 60 ºC durante 10 minutos. Transferimos 50 µL de esta suspensión de 
proteínas a un tubo con líquido de centelleo, midiendo la radiactividad desprendida. 
La concentración de proteína tanto para la actividad descarboxilativa como para la incorporación a 
proteínas fue medida mediante el método de Lowry utilizando BSA como estándar proteico. 
3.5|   Análisis de metabolitos mediante el marcaje con isótopos estables por MS/MS
Para el análisis de metabolitos en medio extracelular, se sembraron 1,5 x 106 fibroblastos en una 
placa p100 crecidos en condiciones normales de cultivo, y a los que se añadió una vez sembrados 5 
mL de medio MEM libre de BCAA y suplementado con [U-13C]-leucina 0,8 mM. Pasadas las 24h de 
incubación, se recogió y centrifugó el medio, procesándose para la medida de metabolitos. Se decidió 
determinar la concentración de metabolitos y no en lisado celular por ser más reproducible en el 
primerO (Kell, Brown et al. 2005).
Se cuantificó la concentración de [U-13C]-α-cetoisocapróico por HPLC-MS/MS como su derivado 
quinoxalinol, utilizando o-fenildiamina. El sistema utilizado es un HPLC 1100 de Agilent Series, 
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acoplado con un API 2000 QTrap de Applied Biosystem. Como estándar interno utilizamos [5-2H3]-a-
cetoisocapróico a una concentración final de 20 µM. Los metabolitos se detectaron por monitoreo 
de reacción múltiple (MRM) en modo positivo. Las transiciones para MRM fueron 201>158 
para α-cetoisocapróico, 204>158 para el [5-2H3]-α-cetoisocapróico y 207>161 para el [U-
13C]-α-
cetoisocapróico. 
3.6|   Técnicas de citometría de flujo
Se han utilizado diferentes técnicas de citometría de flujo, para la detección de especies reactivas de 
oxígeno, progresión del ciclo celular y potencial de membrana mitocondrial. En todos los casos se ha 
parado la adquisición de muestra para su posterior análisis al llegar a 10.000 eventos dentro del rango 
de detección preestablecido. 
A) Medida de la concentración de anión superóxido (O2·-): sonda MitoSOX
La medida de anión superóxido en fibroblastos se realizó utilizando la sonda MitoSOXTM-Red (Life 
Technologies), que emite fluorescencia detectable en el canal rojo al oxidarse por la presencia de 
O2
·-. Para ello, incubamos fibroblastos vivos sembrados a una densidad de 150.000 células por pocillo 
de placa p6 el día anterior con la sonda a una concentración de 5 µM durante 10’ a 37 ºC, tal y 
como recomienda el fabricante. Pasado ese tiempo, las células fueron lavadas y tripsinizadas, para ser 
resuspendidas en PBS completo y analizadas por citometría de flujo en un sistema FACSCalibur (BD 
Bioscience). La sonda se excita a una longitud de onda λ 510 nm y emite fluorescencia a λ 580 nm.
Para el análisis de los datos se ha utilizado el programa FlowJo.
B) Medida del potencial de membrana mitocondrial: sonda TMRM
Para la medida del potencial de membrana mitocondrial se realizó utilizando la sonda TMRM, que 
emite fluorescencia detectable en el canal verde (emisión a λ 573 nm) al oxidarse por la presencia de 
O2
·-. Para ello, sembramos un día antes del experimento 150.000 células por cada pocillo de p6, dejando 
un pocillo como control positivo del experimento. El día del experimento, incubamos los fibroblastos 
vivos con la sonda a una concentración de 0,2 µM durante 10 minutos a 37 ºC en oscuridad. Para el 
control positivo, previo a la incubación con la sonda, tratamos las células con FCCP durante 1 h a una 
concentración de 50 µM, provocando la despolarización de la membrana mitocondrial. 
Las células fueron tripsinizadas y analizadas por citometría de flujo en un sistema FACSCalibur (BD 
Bioscience). Para el análisis de datos se ha utilizado el programa FlowJo. 
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C) Evaluación de la progresión del ciclo celular: marcaje con IP
La evaluación de la progresión del ciclo celular la realizamos mediante un marcaje de la carga genética 
con Ioduro de Propidio (IP). Para ello, siguiendo el protocolo descrito por (Alcaide, Merinero et al. 
2011), sincronizamos fibroblastos a un 80% de confluencia en una placa p100 mediante la incubación 
durante 24h con MEM suplementado con 0,5% de FBS. Pasadas las 24h, cambiamos a un medio fresco 
suplementado con FBS al 10%, permitiendo la progresión normal del ciclo durante 24h. Pasado este 
tiempo, se tripsinizaron las células y se incubó con IP/RNase Staining Buffer (BD Pharmingen) durante 
30’ a 37ºC en oscuridad. Los datos se adquirieron utilizando el software FACSDiva en un citómetro 
FACSCanto. Los porcentajes de células en cada fase del ciclo se calcularon en base a su carga genética 
(2n para la fase G0/G1 y 4n para las fases G2/M) con el soporte informático FlowJo v2.0 TM.
D) Aislamiento de la población celular GFP-positiva post-infección
Tras infectar los fibroblastos con el vector co-expresando el gen de interés con GFP, empaquetado 
en partículas lentivirales, asilamos la población de células que se habían infectado con éxito (GFP-
positivas) mediante un sorter FACSVantage Turbo Sorter (BD Biosciences, Becton-Dickinson), 
expandiendo después la población aislada. 
3.7|   Evaluación del consumo de oxígeno a tiempo real por respirometría en placa 
La tasa de consumo de oxígeno (OCR, Oxygen Consumption Rate) fue medida utilizando el sistema 
XF24 Extracellular Flux Analyzer (Seahorse Bioscience, Izasa Scientific). Para ello, 24h previo al 
experimento sembramos 80.000 fibroblastos en microplacas de cultivo XF24 en un volumen total de 
250 µL de MEM 10% FBS. Dos horas antes del experimento, el medio de crecimiento fue cambiado 
por 700 µL de medio MEM 10% FBS fresco, permitiéndole alcanzar una temperatura y pH equilibrados 
con las condiciones normales de cultivo antes de proceder a la medida.
Tras medir el consumo de oxígeno basal, se inyectaron  secuencialmente 50 µL de reactivo, llegando 
a una concentración final de oligomicina 6 μM, FCCP 50 μM, rotenona 1 μMy antimicina A 1 μM.
Para la normalización final de los datos se cuantificó la cantidad de proteína en cada pocillo de la 
placa del experimento lisando la célula en la misma placa mediante la incubación con el tampón de 
lisis RIPA y cuantificación por el método de Bradford. 
Los parámetros analizados y la forma de calcularlos se especifica en el correspondiente apartado de 
resultados. 
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3.8|   Medida de la concentración de ATP celular 
Se extrajo el ATP de fibroblastos crecidos en medio normal o tras la incubación durante dos horas 
con 2’- deoxiglucosa a una concentración 40 mM. recién sedimentados. Para la extracción, se 
resuspendieron dichos fibroblastos en el tampón de lisis hirviendo especificado en la tabla 7. 
Se siguieron las recomendaciones del kit comercial utilizado, ATP Bioluminescence Assay Kit CLS II 
(Roche Applied Science), basado en un sistema de luciferina-luciferasa. La concentración de ATP se 
normalizó por la concentración de proteína medida en cada ensayo.
3.9|   Análisis de ultraestructura mitocondrial mediante microscopía electrónica
En este caso, 1 millón y medio de fibroblastos se fijaron a la placa de cultivo incubando durante una 
hora a temperatura ambiente con una mezcla de 4% paraformaldehído – 2 % glutaraldehído en un 
tampón fosfato pH 7,4, y teñidos con una mezcla 1% de tetróxido de osmio y 1% ferricianida potásica 
en agua destilada durante 1 h a 4 ºC. Las muestras fueron deshidratadas con etanol y embebidas 
en una resina epoxy EML-812 (TAAB Laboratories), aún adherida a la placa de cultivo. Se separaron 
pequeñas partes de la capa fina de resina conteniendo las células, y fueron pegadas a bloques de 
resina para cortar secciones ultra finas (70 nm) en una orientación paralela a la base celular. Las 
secciones fueron recogidas en rejillas teñidas con uranil acetato y citrato, examinándose a 80 Kv en un 
microscopio electrónico Jeol JEM-1010. 
Las imágenes fueron adquiridas con una cámara 4k CMOS F416 (TVIPS).
Las medidas realizadas para el análisis morfométrico se especifican en el apartado correspondiente 
de Resultados.
3.10|   Nuevas tecnologías de análisis masivo del genoma
Se incluyen en este epígrafe el array de SNPs para determinar variaciones en el número de copias o 
reordenamientos genéticos y la secuenciación de Nueva Generación. 
A) Array de SNP: análisis de heterocigosidad y variaciones en el número de copias
Se realizó un estudio de 610.000 SNPs repartidos a lo largo de todo el genoma en el Centro de 
Genotipado Nacional (CEGEN), utilizando el kit 610-Quad Beadchip de Illumina, siguiendo las 
recomendaciones del mismo. La cuantificación del DNA se realizó mediante el sistema Picogreen 
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(Invitrogen), y los alineamientos se realizaron utilizando los sistemas Illumina Genome Viewer y 
Chromosome Browser, ambos software de Illumina Genome Studio. Las posiciones genómicas se 
realizaron según las variantes registradas en el Human Genome Build 37. 
B) Secuenciación de 4.810 genes mediante un panel de NGS.
El estudio del exoma clínico se ha realizado en el Centro de Diagnóstico de Enfermedades Moleculares 
utilizando el panel de genes Illumina® Clinical Exome Sequencing (CES) TruSightTM One, que permite la 
captura de 4.813 genes asociados a enfermedad y anotados en la base de datos de OMIM. En total se 
capturan 62.000 exones con 50pb de sus regiones intrónicas flanqueantes. 
Las librerías de captura se prepararon siguiendo las recomendaciones del proveedor (Illumina), a partir 
de 50 ng de DNA extraído con el sistema MagnaPure y cuantificado con PicoGreen. Se secuenciaron 
lecturas de 250 pb en un secuenciador NextSeq500. Los análisis de calidad de las lecturas así como 
el mapeado y la anotación de variantes se realizaron con la plataforma Variant Studio, de Illumina.
Los filtros establecidos en el análisis de las variantes anotadas se describen en el correspondiente 
apartado de Resultados.
3.11|   Soporte informático y análisis estadístico
A lo largo del trabajo se han empleado distintos soportes informáticos, cuyo uso se resume en la 
tabla 10. 
Todos los valores mostrados son valores promedio de n experimentos desarrollados 
independientemente. La significatividad estadística de las diferencias entre los grupos analizados 
(normalmente pacientes y controles) se obtuvo mediante una prueba T de Student de dos colas, 
realizada mediante el programa IBM SPSS Statistics v.21. Las diferencias observadas se consideraron 
significativas según los p valores * < 0,05, ** <0,01 y ***< 0,001. 
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Tabla 10_Soporte informático:
Programa  informático Uso URL
BDGP
Predicción  de  sitios  conservados  de  
splicing
www.fruitfly.org/seq_tools/splice.html
BLAST Alineamiento  de  secuencias blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi
Chromas Análisis  de  secuencias  de  DNA
Ensembl Consulta  de  secuencias  de  DNA www.ensembl.org/index.html
ExAC  Browser
Consulta  de  SNPs  descritos  en  
población  control
http://exac.broadinstitute.org
Exome  Variant  Server
Consulta  de  SNPs  descritos  en  
población  control
evs.gs.washington.edu/EVS/
Fiji  v1.0
Tratamiento  de  imágenes  de  
microscopía
fiji.sc/Fiji
FlowJo  v.  07 Análisis  de  datos  de  citometría
GenBank  NCBI Consulta  de  secuencias  de  DNA www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/
HGMD
Consulta  de  mutaciones  descritas  
en  población  
www.hgmd.cf.ac.uk/ac/index.php
HSFinder  v2.4
Predicción  de  sitios  conservados  de  
splicing
www.umd.be/hsf3
Human  Genome  Variation  
Society
Nomenclatura  de  mutaciones www.hgvs.org
Mutalyzer Nomenclatura  de  mutaciones mutalyzer.nl
PDB  (Protein  Data  Bank) Consulta  de  proteinas www.rcsb.org/pdb/home/home.do
Polyphen  2
Predicción  del  efecto  de  
mutaciones
genetics.bwh.harvard.edu/pph2/
Primer  3 Diseño  de  oligonucleótidos bioinfo.ut.ee/primer3-­‐0.4.0/
Primer  X
Diseño  de  oligonucleótidos  para  
mutagénesis
www.bioinformatics.org/primerx/
Quantity  One
Cuantificación  de  bandas  
densitometradas
Seahorse  Flux  Analyzer Análisis  de  los  datos  de  Seahorse
SIFT
Predicción  del  efecto  de  
mutaciones
sift.jcvi.org
SPSS Análisis  estadístico
Swiss  Prot Consulta  de  proteinas web.expasy.org/docs/swiss-­‐prot_guideline.html
Variant  Studio  Illumina
Anotación  y  estudio  de  las  
variantes  de  NGS

4 Resultados
Selección y estratificación bioquímica de pacientes
Análisis genético: búsqueda y caracterización de eventos causantes de patología
 
 Deficiencia en proteína fosfatasa PP2Cm
  Búsqueda de eventos genómicos: Array de SNPs
  Identificación de mutaciones en el gen PPM1K
  Validación del gen PPM1K como responsable de patología
 Pacientes con alteraciones de comportamiento tipo autista: deficiencia en 
la proteína BCKD quinasa
  Firma metabólica compatible con hiperactividad de BCKDH
  Identificación de mutaciones en el gen BCKDK
  Validación del gen BCKDK como responsable de patología
 
 Deficiencia en proteína BCATm
  Identificación de cambios candidatos por NGS
  Estudio de la patogenicidad del cambio en BCAT2
 Expresión de los genes de BCKDH
Identificación de las vías responsables de patogenia: impacto de la desregulación 
del metabolismo de BCAA en la función mitocondrial
 
 Desregulación del metabolismo de BCAA y función mitocondrial
  Producción de anión superóxido y defensa antioxidante
  Respiración mitocondrial y síntesis de ATP
 Ausencia de fosfatasa PP2Cm: diferenciación entre el efecto de los 
metabolitos y de la proteína
  Respiración mitocondrial y el papel de los BCAAs o BCKAS
  Sensibilidad al calcio y la formación de mPTP
  P2Cm y apoptosis: activación de MAPK y genes de apoptosis
 Ausencia de quinasa BCKDK: respuesta de la mitocondria.
  Función y dinámica mitocondrial en pacientes BCKDK
  Respuesta mitocondrial  en ausencia de BCKDK: modelos de interf.
  Ausencia de BCKDK: destino celular.
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La comprensión del impacto de las alteraciones en el catabolismo de los aminoácidos ramificados 
sobre el metabolismo celular y su implicación en el desarrollo de distintas patologías permitirá, en un 
futuro próximo, implementar opciones terapéuticas adaptadas a la individualidades bioquímicas y/o 
genéticas de los pacientes, influyendo por tanto en la prognosis de su patología. 
Estableciendo esta comprensión como objetivo axiomático de la Tesis, hemos diseñado un flujo de 
trabajo que se resume en la figura 5, en el que, partiendo de la estratificación clínica y bioquímica 
de cuatro pacientes con sospecha de enfermedad metabólica hereditaria relacionada con dicho 
catabolismo y sin diagnóstico genético, se han implementado las metodologías genéticas y los 
estudios moleculares necesarios en cada caso para alcanzar un diagnóstico definitivo. Y desde este 
diagnóstico, la aproximación posterior al estudio de las rutas celulares implicadas en la enfermedad 
como base para la comprensión de la fisiopatología. 
ESTRATIFICACIÓN 
DE LOS PACIENTES
Clínica
Bioquímica
ANÁLISIS 
GENÉTICO
ANÁLISIS DE LA 
FUNCIÓN CELULAR
& MITOCONDRIALSecuenciación
 de Sanger
Nuevas técnicas para la
identiﬁcación de genes 
Regiones de homozigosidad
Secuenciación masiva paralela
IDENTIFICACIÓN DE UN GEN RESPONSABLE DE LA PATOLOGÍA
DESCRIPCIÓN DE LAS MUTACIONES EN EL GEN
Generación de Especies
Reactivas de Oxígeno
Valoración de la respiración
mitocondrial y síntesis de ATP
Análisis de la progresión del
ciclo celular
Otros efectos de la ausencia
de la proteína
Análisis del efecto sobre el mRNA
Análisis del efecto sobre la proteína
Análisis del efecto sobre la ruta metabólica
POSIBILIDAD
TERAPÉUTICA 
DIAGNÓSTICO DE 
LOS PACIENTES
MEJOR COMPRENSIÓN
DE LA PATOLOGÍA
Figura 5_Flujo de trabajo: Partiendo de una estratificación clínca y bioquímica de los pacientes 
incluidos en este estudio, se hizo el recorrido desde la caracterización del gen y la mutación al estudio de 
la patofisiología. Los tres bloques de estudio (estratificación de pacientes, análisis genético y análisis de la 
función celular y mitocondrial) se corresponden con los tres apartados de los Resultados.
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Aún con la re-definición actual de enfermedad metabólica hereditaria (Morava, Rahman et al. 2015), 
sigue siendo cierto que la presencia de un patrón metabólico alterado en pacientes con sospecha 
clínica puede ser un indicio o bien del punto en el que se está produciendo el bloqueo, o, al menos, 
de que dicha alteración identificada podría ser intrínseca al mecanismo de patogenia. Es por eso que 
ante una sospecha de enfermedad metabólica sea necesario un estudio de la firma metabólica del 
paciente. 
De los cuatro pacientes incluidos en este estudio, dos procedían de los servicios de Cribado Neonatal, 
y por tanto sin sospecha clínica, y los otros dos fueron referidos desde los servicios de pediatría y 
neurología de los hospitales San Cecilio (Granada) y Sant Joan de Deu (Barcelona), con alteraciones 
de comportamiento de tipo autista y retraso estaturo-ponderal. 
Los datos obtenidos parecían indicar tres patrones bioquímicos diferentes, resumidos en la tabla 11:
a) Un perfil bioquímico compatible con una forma variante de Jarabe de Arce, esto es, incrementos 
moderados en los niveles de aminoácidos ramificados -leucina, valina e isoleucina- (BCAAs) y 
de sus correspondientes α-cetoácidos (BCKAs) en plasma y orina, en el paciente PP2Cm
b) El de los pacientes BCKDK_1 y BCKDK_2, con disminuciones en BCAAs y sus correspondientes 
BCKAs en fluidos corporales, siempre comparados con los detectados en una muestra de 
individuos control de edades similares. El perfil metabólico de estos pacientes se asemejaría a 
un “anti-MSUD”, con disminución de metabolitos en lugar de acumulación tóxica.
c) El del paciente BCATm, con incrementos moderados de BCAAs, pero con valores normales de 
BCKAs.
Análisis genético: búsqueda de los eventos génicos causantes de patología 
Selección y estratificación bioquímica de los pacientes1|
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Aunque la metodología empleada para el análisis genético en cada caso ha variado en función del 
estado del arte del momento, desde el array de genotipado y posterior secuenciación de Sanger de 
genes candidatos empleada para identificar las mutaciones en  el paciente PP2Cm, a la secuenciación 
masiva paralela, clave para la detección de mutaciones en el gen BCAT2, el flujo de trabajo siempre 
ha sido similar. Todas las variantes identificadas se sometieron a un primer “filtro genético” que las 
certificaba como variantes ausentes en población control, bien mediante análisis preliminar  de los 
cambios identificados utilizando paneles comerciales de DNA control procedentes de 300 individuos 
caucásicos sanos (secuenciación de Sanger o High Resolution Melting, HRM), y/o mediante un estudio 
bioinformático analizando la frecuencia de presentación alélica  de la variante en bases de datos 
como dbSNPs, 1000 genomas, Exome Variant Server o ExAc browser. Posteriormente se analizó el 
patrón de segregación de las variantes alélicas con el fenotipo de patología, y por último se concluyó 
con un análisis funcional de las mutaciones identificadas, a fin de validar el nuevo gen propuesto 
como responsable del fenotipo del paciente. 
2.1|   Deficiencia en la proteína fosfatasa PP2Cm
Tras completar la secuenciación de Sanger de las regiones codificantes e intrónicas flanqueantes de 
los genes conocidos hasta ese momento como potencialmente responsables de la forma variante de 
Jarabe de Arce –BCKDHA, BCKDHB, DBT y DLD-, y  al no  identificar mutaciones bialélicas en el DNA 
del paciente, el siguiente paso fue la evaluación de la ganancia o pérdida de contenido génico (CNVs) 
como causa de la patología. 
A) Búsqueda de otros eventos genómicos: array de SNPs
El array de genotipado posibilita en un solo análisis no solo detectar cambios en el número de copia 
(CNVs, Copy Number Variations), sino localizar regiones con pérdida de heterocigosidad, y por tanto 
potenciales candidatas para contener genes y mutaciones responsables de patología con herencia 
autosómica recesiva.  
El array de SNPs  (Illumina 610-Quad Beadchip), realizado en el Centro de Genotipado Nacional 
(CEGEN), analizó 610.000 SNPs (Single Nucleotide Polimorfisms) bialélicos a lo largo de todos los 
Análisis genético: búsqueda y caracterización de los eventos 
causantes de patología2|
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cromosomas del paciente, permitiendo así completar un análisis uniforme y detallado del número 
de copias (Log R) y de la heterocigosidad, medida como frecuencia del alelo B. El primer parámetro, 
el logaritmo del “ratio R”, proporciona  un valor de la intensidad de cada SNP normalizado por el 
experimento, con lo que podrá tomar diferentes valores dependiendo del carácter de la variación en 
el número de copias detectada (duplicaciones, hemicigosis, deleciones). El estado de heterocigosidad, 
por otra parte, se calcula a partir de la frecuencia del “alelo B”. Una región con un patrón normal de 
heterocigosidad tendrá un promedio de frecuencia de alelo B de 0,5, esto es, una mayoría de genotipo 
AB (alelos materno y paterno en formas diferentes) para los SNPs analizados. Ante una pérdida de 
heterocigosidad, encontraremos la frecuencia de alelo B de 0 ó 1 para la región homocigota, esto es, 
todos los SNPs en la forma AA o BB.
Como se muestra en la figura 6.a, el valor de Log R era igual a 0 en todos los SNPs analizados, indicando 
con ello ausencia de variaciones en el número de copias en ninguna de las regiones cromosómicas 
analizadas. Esto nos permitió descartar la existencia de CNVs en los genes BCKDHA, BCKDHB, DBT y 
DLD como responsables de patología. 
Por el contrario, si que se observó una pérdida completa de heterocigosidad en el cromosoma 4, 
como reflejaba la frecuencia del “alelo B”, igual a 0 ó 1 en todos los SNPs del cromosoma 4 (fig. 6.b). 
El patrón era AB para el resto de los cromosomas. 
Mediante un análisis pormenorizado de los genes que, localizados en este cromosoma, pudieran 
estar relacionados con el metabolismo de los BCAA, destacamos dos candidatos (fig. 6.c): el gen LIAS, 
en la región 4p14, que codifica para la proteína ácido lipóico sintetasa, involucrada en la síntesis de 
ácido lipóico, cofactor necesario del complejo BCKDH, y el gen PPM1K, que localizado en la región 
4q22.1, codificaba para la proteína fosfatasa PP2Cm, propuesta meses antes como reguladora del 
complejo BCKDH en ratones (Lu, Sun et al. 2009).
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Figura 6_Array de SNPs en el cromosoma 4: Logaritmo del Ratio R y Frecuencia del alelo B. Los dos 
parámetros analizados fueron el logaritmo del ratio R (a) y la frecuencia del alelo B (b), mostrándose 
los resultados en el cromosoma 4. c) Los genes seleccionados para ulterior análisis, LIAS y PPM1K, se 
encuentran en las regiones 4p14 y 4q22.1 respectivamente, como se señala en rojo, ampliándose el 
detalle de dichas regiones. 
B) Identificación de mutaciones en el gen PPM1K
Aunque en base al fenotipo clínico y bioquímico esperado para un defecto en LIAS (Mayr, Zimmermann 
et al. 2011) era poco plausible que este fuese el gen responsable, se descartó como gen candidato 
tras secuenciar las regiones exónicas e intrónicas flanqueantes en el DNA de nuestro paciente. 
La secuenciación del gen PPM1K permitió identificar en homocigosis una deleción de dos pares de 
bases: c.417_418delTA en el exón 2 del gen (fig. 7). El cambio, no descrito anteriormente, estaba 
ausente en los 300 alelos control también secuenciados. 
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TA
Reverse
5’3’
PPM1K
P.PP2Cm
Control
Figura 7_Secuenciación por Sanger del gen 
PPM1K humano: Representación esquemática 
del gen PPM1K humano (cajas negras: exones 
codificantes, cajas blancas: exones no codificantes, 
cintas: intrones), y fragmento del cromatograma 
de la secuenciación de Sanger en el que se observa  
la deleción de dos pares de bases (panel superior) 
que se encontró en el exón 2 del paciente PP2Cm, 
frente a una secuencia control (panel inferior).
B.1) Patrón de herencia discordante compatible con una posible isodisomía uniparental
Para confirmar el patrón de herencia de la mutación se analizó la presencia de la variante en muestras 
de DNA genómico de los padres, como se muestra en la figura 8. El análisis mutacional confirmaba 
la presencia en heterocigosis de la mutación c.417_418delTA en el DNA genómico paterno, mientras 
que, por el contrario, la madre mostraba un genotipo wt en ambos alelos. 
Padre Madre
P.PP2Cm
Figura 8_Análisis del patrón de segregación de la mutación PPM1K c.417_418delTA: Secuenciación 
del gen PPM1K en el DNA genómico de ambos progenitores del paciente. La presencia de dobles picos 
en el DNA del padre se debe a la mezcla de la secuencia de ambos alelos, encontrándose la mutación en 
heterozigosis. 
La pérdida de heterocigosidad en el cromosoma 4 unido al patrón de herencia discordante 
era compatible con una posible isodisomía uniparental (UPD, Uniparental Disomy) completa del 
cromosoma 4 sin variaciones en el número de copia. En esta situación el caso índice portaría dos 
copias del cromosoma paterno con la mutación en el gen PPM1K, y ninguna del cromosoma materno. 
Según estos datos, la mutación PPM1K c.417_418delTA tendría un patrón de herencia autosómico 
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recesivo, no presentándose patología en el padre (portador heterocigoto de la mutación) y si en el 
paciente (homocigoto). Se requerirán análisis detallados que permitan completar el estudio. 
B.2) Análisis funcional del cambio PPM1K c.417_418delTA
A nivel de mRNA
Como se resume en la figura 9, la deleción de dos pares de bases produciría un cambio en la fase 
de lectura del cDNA, cuyo efecto predecible sería la generación de un codón de parada prematura, 
p.Thr140Profs*12, que podría disparar la actuación del sistema de vigilancia de la calidad del mRNA 
-NMD, Nonsense Mediated Decay- que detecta y degrada transcritos que contienen codones de 
parada prematura, evitando con ello la presencia en la célula de proteínas truncadas con efectos 
tóxicos. Por ello, primero realizamos un análisis genético mediante amplificación y secuenciación de 
la región codificante completa del gen PPM1K que nuevamente detectó la mutación c.417_418delTA 
en homocigosis, y posteriormente una cuantificación por qRT-PCR de los transcritos de PPM1K 
normalizados por la expresión de GAPDH, tanto en el paciente como en fibroblastos control. Los 
resultados indicaron que si bien la expresión del gen PPM1K era más reducida en fibroblastos del 
paciente (ΔCt= 8,495 ± 0,44) que en controles (ΔCt = 7,86 ± 0,25), no estaba totalmente deplecionada.
GAT TTC TGT CAT ACC CAC ATG GAG AAA TGT ATT ATG GAT TTG CTT CCT AAG GAG
GAT TTC TGT CAC CCA CAT GGA GAA ATG TAT TAT GGA TTT GCT TCC TAA GGA GAA
  D     F     C     G      T      H     M      E       J      C      I     M     D      L      L     P      K       E
  D      F     C      H      P     H      G      E      M    Y     Y      G      F      A     S      *    
Exón 2 Exón 3
30 95
p.His139fs
D. CATALÍTICO 346
a)
b) c)
PP2Cm
(~15.4 kDa)
wt
mut
1 2 3 4 5 6 7
5’
3’
cDNA PPM1K
TA
Figura 9_Predicción in silico del efecto de la mutación sobre el cDNA y la proteína: Análisis teórico del 
efecto de la deleción de dos pares de bases sobre a) el cDNA y b) sobre la proteína. c) La secuenciación 
de todo el cDNA del gen PPM1K con oligonucleótidos específicos localizados en los extremos 5’ y 3’ de 
la región codificante (flechas rojas) confirmó la presencia de la mutación en homozigosis en el mRNA del 
paciente.
66
RESULTADOS
A nivel de proteína
Comprobado que el efecto de la mutación no provocaba la eliminación del mRNA, se investigó su efecto 
sobre la producción de la proteína PP2Cm mediante análisis por Western blot. Los primeros ensayos 
dirigidos a la detección de la proteína PP2Cm endógena en fibroblastos control no permitieron su 
detección con ninguno de los anticuerpos comerciales utilizados (indicados en la sección de Materiales 
y Métodos). Por tanto, para demostrar el efecto de la mutación sobre la producción y/o estabilidad 
de la proteína fue preciso realizar una sobreexpresión de la misma mediante transfección transitoria 
de fibroblastos inmortalizados de la paciente con un plásmido comercial pT-REx conteniendo el gen 
PPM1K en su forma salvaje (pT-REx/PPM1K-wt) o tras recrear la mutación PPM1K c.417_418delTA 
mediante mutagénesis dirigida. Como control del efecto de la transfección se incluyó el plásmido vacío 
pT-Rex (φ). La transfección en el mismo experimento de células COS7 con las distintas construcciones 
facilitó la correcta caracterización de la proteína PP2Cm normal. 
La expresión transitoria de las proteínas normal y mutante en los dos tipos celulares 36 h post-
transfección rindió resultado similares: ausencia total de PP2Cm de tamaño normal tras la transfección 
del plásmido PPM1K c.417_418delTA y presencia de proteína normal (40,9 kDa) para la construcción 
PPM1K-wt (fig. 10.a). 
Se discriminó entre un posible defecto en la expresión del mRNA PPM1K c.417_418delTA o una 
degradación rápida de la proteína mutada analizando la expresión de los transgenes PPM1K 
c.417_418delTA  y PPM1K-wt en los fibroblastos humanos, mediante análisis de los mRNAs producidos 
utilizando primers diseñados para amplificar la región codificante completa del gen PPM1K. Los 
resultados obtenidos corroboraban la expresión estable del transgen PPM1K c.417_418delTA (fig. 
10.b). Se analizó mediante Western blot en células COS7 la presencia de proteína normal y mutante 
a las 24, 36 y 48 horas post-transfección. A las 24 y 36 h se visualizaba en los carriles PPM1K 
c.417_418delTA una banda de menor tamaño (15kDa), que desaparecía por completo a las 48 h, 
y que no se detectaba en los carriles correspondientes a la transfección con la construcción wt (fig. 
10.c). Con todo, los resultados sugerían que, si se sintetizaba, la proteína truncada era altamente 
inestable y se degradaba rápidamente.
Por último, se verificó la localización mitocondrial de la proteína sobreexpresada mediante análisis 
de inmunofluorescencia en fibroblastos deficientes en PP2Cm (fig. 10.d) y células COS7 (datos no 
mostrados). Previo a ello, se marcaron las mitocondrias con la sonda fluorescente MitoTrackerTM, que 
permite la visualización del orgánulo a una longitud de onda de 633 nm (canal rojo) con un microscopio 
de fluorescencia. Observamos en la figura 10 que únicamente al transfectar las células con la forma 
wt del gen PPM1K se detectaba proteína PP2Cm (visualizada en el canal verde, a λ 532nm, por el 
anticuerpo secundario utilizado), y que aparentemente co-localizaba con la sonda MitoTrackerTM, no 
detectándose la proteína endógena con el anticuerpo utilizado.
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Figura 10_Valoración de la expresión de PP2Cm: a) Valoración de la expresión de la fosfatasa en 
fibroblastos del paciente y células COS7 mediante Western blot a 36h post-transfección: Se muestra un 
recorte representativo de un Western blot en el que se analizó la presencia o ausencia de proteína PP2Cm 
en tres supuestos: células transfectadas con pT-REx/PPM1K-wt (wt), células transfectadas con la forma 
mutada del gen, pT-REx/PPM1K-c.417_418delTA (delTA) y células transfectadas con el plásmido vacío (φ). 
Los resultados fueron normalizados por el control de carga Tubulina (Tub.). b) Expresión del transgen 
en fibroblastos del paciente PP2Cm tras la transfección con pT-REx conteniendo las distintas formas del 
gen PPM1K c) Análisis de la presencia de proteína en las formas wild-type o mutada a 24, 36 y 48h post-
transfección. La película ha sido sobreexpuesta para permitir visualizar una banda a la altura de 15 kDa 
de menos intensidad que el resto d) Representación de la localización subcelular de la proteína fosfatasa 
PP2Cm en fibroblastos del paciente PP2Cm: en la columna de la izquierda se muestran las imágenes 
obtenidas en la visualización del canal rojo, que corresponden a la sonda fluorescente MitotrackerTM. 
En la columna central, las obtenidas en el canal verde, correspondientes al anticuerpo anti-PP2Cm. En 
la tercera columna, la superposición de ambas imágenes, con los núcleos teñidos con DAPI (azul). 63x 
magnificaciones en microcopio de fluorescencia. Barra de escala blanca = 20 μm.
C) Validación del gen PPM1K como responsable de la patología
El impacto de la deficiencia en PP2Cm en la pérdida de funcionalidad del complejo BCKDH en la 
paciente se evaluó mediante determinación directa de la actividad descarboxilativa del complejo en 
ausencia y presencia de proteína PP2Cm normal.
La actividad del complejo deshidrogenasa se mide como la descarboxilación de leucina marcada con 
14C, registrada como la tasa de aparición de CO2 radiactivo, corregida por la incorporación de leucina 
a proteínas como control metabólico del experimento. Los fibroblastos inmortalizados del paciente 
mostraron, en condiciones basales, una actividad descarboxilativa del complejo BCKDH de un 15,3% 
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respecto a la actividad promedio de los controles (fig. 11.a). 
A fin de demostrar que era precisamente la falta de expresión de PP2Cm la responsable de la bajada 
en la actividad descarboxilativa se diseñó un experimento de rescate de la actividad BCKDH en células 
del paciente. Para ello, se transfectaron sus fibroblastos inmortalizados con distintas concentraciones 
del plásmido pT-REx/PPM1K-wt en co-transfección con un plásmido pT-REx conteniendo la secuencia 
codificante de la proteína β-galactosidasa (pT-REx-LacZ) (fig. 11.c). Esta aproximación permitió, 
mediante la  determinación paralela de la actividad β-gal, estandarizar los resultados por la eficiencia 
de transfección. Se registró un rescate máximo de la actividad de estos fibroblastos al transfectar con 
1,5 μg de pT-REx/PPM1K-wt, aumentando 2,1 veces sobre la actividad basal, tal y como se muestra 
en la figura 11.b. Este rescate de la actividad establece a PP2Cm como la fosfatasa reguladora del 
complejo BCKDH en humanos. 
Figura 11_Medida de la actividad de BCKDH: La actividad BCKDH se valoró como descarboxilación de 
leucina marcada con 14C, registrando la aparición de 14CO2. a) Medida de la actividad residual del paciente 
comparada con la registrada en fibroblastos control. b) Rescate de la actividad de BCKDH en el paciente 
PP2Cm tras la expresión transitoria de la proteína fosfatasa, expresada como aumento frente a la actividad 
basal en las mismas células, medida en la transfección con pT-REx/LacZ. c) Valores de la actividad en 
pmol CO2 liberado corregido por pmol de leucina incorporada a proteína, y actividad β galactosidasa, 
utilizada para normalizar los experimentos. Los resultados presentados son el promedio de al menos 
n=3 experimentos por triplicado, y las barras de error muestran la desviación estándar de los mismos. El 
análisis estadístico es una prueba T de Student (*** p-valor < 0.001).
a) b)
c)
***
***
pT-REx/LacZ pT-REx/PPM1K wtControl P.PP2Cm
*** *** ***
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2.2|   Pacientes con alteraciones de comportamiento tipo autista: deficiencia en la 
proteína BCKD quinasa 
Los pacientes BCKDK_1 y BCKDK_2 (ver tabla 11), además de su comportamiento autista, tenían una 
identidad metabólica distintiva: una disminución en los niveles de BCAAs y sus correspondientes BCKAs 
en fluidos fisiológicos. Esta disminución de metabolitos podría ser el reflejo de un transporte deficiente 
de dichos aminoácidos al interior celular, o un incremento en su tasa catabólica, posiblemente reflejo 
de una hiperactividad descarboxilativa del complejo BCKDH.
A) Firma metabólica compatible con hiperactividad del complejo BCKDH
A fin de determinar si la disminución de las concentraciones de BCAAs era el producto de un 
metabolismo acelerado de estos aminoácidos, se realizó un marcaje con isótopos estables de 
las células en cultivo (fibroblastos de pacientes y de controles sanos) que nos permitió realizar la 
detección cuantitativa del metabolito marcado, y por tanto determinar su origen exacto. Así, tras 
24 h de incubación de las células en medio MEM libre de BCCAs y suplementado con 0,8 mmol/L de 
[U-13C] Leucina,  se analizó la presencia de [U-13C] α-cetoisocapróico, producto de la descarboxilación 
oxidativa de la leucina, en el medio de cultivo. Tal y como se muestra en la figura 12, se observó una 
reducción en la concentración de [U-13C] α-cetoisocapróico de un 50%  en el medio de cultivo de los 
pacientes respecto al medido en los fibroblastos control.
Figura 12_Estudio metabolómico del medio de cultivo de fibroblastos de pacientes BCKDK mediante 
HPLC-MS/MS: a) Se valoró la aparición de [U-13C]KIC en medio extracelular tras la incubación de los 
fibroblastos durante 24h con [U-13C]Leu. b) En paralelo se estudió la concentración de αKG en el mismo 
medio. Resultados expresados como decremento frente a los valores registrados en fibroblastos control. 
Los resultados presentados son el promedio de n= 2 experimentos por triplicado, y las barras de error 
muestran la desviación estándar de los mismos. 
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Se determinó así que las disminuciones detectadas en los niveles de BCAAs y BCKAs en ambos 
pacientes eran probablemente el reflejo de una activación constitutiva  del complejo BCKDH.
La determinación paralela de la concentración de α-cetoglutarato en dicho medio mostró asimismo 
una disminución de más de un 50% en la concentración de αKG en el medio de cultivo de ambas 
líneas de fibroblastos de pacientes, siempre comparados con los datos obtenidos en fibroblastos 
control crecidos en las mismas condiciones. 
B) Identificación de mutaciones en el gen BCKDK
En la identificación del defecto genético que subyacía en esta patología se utilizaron dos 
aproximaciones metodológicas diferentes: por una parte secuenciación masiva paralela del exoma 
completo del paciente P.BCKDK_1, seguido del filtrado de datos primarios con la plataforma 
bioinformática para enfermedades raras del CIBERER (BIER) y confirmación de los cambios identificados 
mediante secuenciación de Sanger; y por la otra, secuenciación directa de las regiones exónicas e 
intrónicas flanqueantes del gen BCKDK en el paciente P.BCKDK_2. En ambos casos se identificaron las 
variantes  puntuales de secuencia en homozigosis, c.520C>G para el paciente BCKDK_1 y c.1166T>C 
para P.BCKDK_2 (fig. 13), con un efecto predecible sobre la proteína BCKDK de cambio aminoacídico 
p.R174G y p.L389P respectivamente, clasificados como patogénicos por las plataformas de predicción 
bioinformática PolyPhen-2 y SIFT. Dichas variantes estaban ausentes en 300 alelos control analizados 
por secuenciación directa (c.520C>G) o mediante High Resolution Melting (HRM) (c.1166T>C), 
que permite la detección de mutaciones, polimorfismos, etc. mediante análisis en tiempo real de 
variaciones en las curvas de disociación de la PCR. En ambos casos se confirmó el patrón de herencia 
autosómico recesivo mediante análisis de DNA en muestras de los padres (datos no mostrados).
BCKDK
5’ 3’
P.BCKDK_1 P.BCKDK_2
c.520 C>G c.1166 T>C
Pacientes
Controles
Figura 13_Secuenciación Sanger de los exones del gen BCKDK: Representación esquemática del 
gen BCKDK (cajas negras: exones codificantes, cajas blancas: exones no codificantes, cintas: intrones) y 
fragmento de la secuencia del DNA genómico de los pacientes BCKDK_1 y BCKDK_2 en los que se observan 
los cambios encontrados en los exones 6 y 12 respectivamente, marcados en rojo.
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B.1) Estudio de la patogenicidad de los cambios BCKDK c.520C>G y  BCKDK c.1166T>C
A nivel de mRNA
El estudio a nivel de mRNA, sin embargo, mostró resultados discrepantes con la predicción inicial 
para el mutante c.520C>G, como se muestra en la figura 14. La RT-PCR y posterior secuenciación del 
único transcrito identificado mostró una deleción de 23 pares de bases, resultado de la generación 
de un nuevo sitio 5´donador de splicing dentro del exón 6. El producto de este transcrito aberrante, 
r.[520c>g; 521_543del], si se tradujese, provocaría un cambio en la fase de lectura y la aparición de 
un codón de parada prematura (p. R174Gfs1*). El estudio in silico mediante la plataforma Fruitfly del 
cambio puntual constató la previsible generación de un sitio de splicing alternativo dentro del exón 
6 con un score de 0,96, muy superior a los 0,56 puntos predichos para el sitio 5´donador de splicing 
normal. 
Figura 14_Análisis del mRNA de los pacientes BCKDK mediante secuenciación de Sanger de su 
cDNA: Comparación del cDNA (b) de los pacientes BCKDK con el DNA genómico (a) observándose que la 
mutación en el primer paciente produce un splicing alternativo que implica un cambio en la fase de lectura 
y aparición de un codón TGA de parada prematura. c) Esquema del efecto de la mutación en P.BCKDK_1 
sobre el splicing y predicción teórica del impacto sobre la protéina. d) Análsis del gen BCKDK por RT-PCR 
en ambos pacientes BCKDK y un control, normalizado por la expresión de DLD.
P.BCKDK_1 P.BCKDK_2
c.520 C>G c.1166 T>C
BCKDK
5’ 3’
C #1 #2
P.BCKDK
BCKDK
DLD
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CTA  CGT GAG AGC CGG AAG CAC ATA GAG  GAT GAA AAG CTC 
CTA  GGA  TGA  AAA  GCT  C 
      L     R      E      S     R      K     H     I      E        D       E    K       L  
L      G      *  
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Controles P.BCKDK_1 P.BCKDK_2
a)
b)
Control P.BCKDK_1 P.BCKDK_2
BCKDK
Hsp60
Figura 15_Detección de la proteína BCKDK por inmunocitoquímica y Western blot: Se detectó 
la proteína BCKDK en fibroblastos control y en células de los pacientes por inmunocitoquímica a 63 
magnificaciones (a) en células previamente marcadas con la sonda MitotrackerTM. En la imagen, se 
marcan en rojo las mitocondrias, y en verde la proteína BCKDK, resultando así un color amarillo cuando la 
expresión de la proteína co-localiza con la mitocondria. Los nucleos, teñidos con DAPI, se muestran en azul. 
Barra de escala blanca = 20 μm. b) Western blot para BCKDK de la fracción mitocondrial de los fibroblastos 
aislada. Los valores fueron normalizados por la expresión de la chaperona mitocondrial Hsp60.
La  cuantificación mediante qRT-PCR del mRNA BCKDK en las células de los pacientes confirmó 
una disminución drástica en la expresión del BCKDK r. [520C>G; 521_543del] (ΔCt= 7,41, frente a 
los controles, de ΔCt= 4,58), posiblemente reflejo de la activación del sistema NMD, que elimina 
transcritos con paradas prematuras.
A nivel de proteína
Para investigar el efecto de las mutaciones BCKDK p.R174Gfs1* y BCKDK p.L389P sobre la expresión 
de la proteína se analizó la presencia o ausencia de proteína endógena, primero confirmando su 
localización mitocondrial mediante inmunofluorescencia en células pre-teñidas con la sonda 
MitoTrackerTM, y analizando después mediante Western blot la presencia o ausencia de BCKDK en 
extractos mitocondriales de fibroblastos control y de los pacientes. La microscopia de fluorescencia 
(fig. 15.a) confirmó la presencia de proteína BCKDK en mitocondrias de fibroblastos control y ausencia 
total de la misma en los fibroblastos de los pacientes P.BCKDK_1 y P.BCKDK_2. En el análisis de Western 
blot también fue posible detectar proteína endógena en individuos control, mientras que tal como 
refleja la figura 15.b, se observaba una ausencia total de BCKDK en las mitocondrias de P.BCKDK_1, y 
un producto muy disminuido pero detectable para  P. BCKDK_2. 
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C) Validación del gen BCKDK como responsable de la patología
Las consecuencias funcionales de las mutaciones se abordaron mediante análisis directo del 
patrón de fosforilación del residuo Ser293 de la subunidad E1α del complejo BCKDH en extractos 
mitocondriales obtenidos a partir de fibroblastos inmortalizados. 
Para estudiar un posible rescate del patrón normal de fosforilación de BCKDH fue preciso primero 
generar una población uniforme de células de pacientes con expresión estable del transgen BCKDK 
wt mediante transducción lentiviral del plásmido pEZ-Lv205, que co-expresa BCKDK y eGFP como 
reportero (eGFP-BCKDK wt), permitiendo así la selección por citometría de flujo  de poblaciones 
celulares con más del 95% de células infectadas (fig. 16.b).
Una vez seleccionada la población celular que expresaba el transgen BCKDK wt, se analizó por 
inmunofluorescencia la expresión y localización de la proteína BCKDK. Tal y como se muestra en 
la figura 16.c, la infección con el plásmido conteniendo el gen BCKDK normal permitía detectar la 
proteína en las mitocondrias de los pacientes. Finalmente, se comprobó la recuperación de la correcta 
fosforilación del residuo Ser293 de la subunidad E1α de BCKDH, mediante análisis de Western blot 
en extractos de mitocondrias de pacientes transducidos o no con BCKDK wt (fig. 16.d). La infección 
con la forma BCKDK wt recuperaba los niveles de producción de la misma a niveles registrados en 
fibroblastos control y la concomitante recuperación en la fosforilación de la subunidad E1α de BCKDH. 
La especificidad de reconocimiento del epitopo fosfo-Ser293 por el anticuerpo comercial utilizado, se 
había evaluado previamente mediante incubación del mismo en presencia o ausencia de un péptido 
específico para el bloqueo de dicho epítopo (Material y Métodos, figura 4).
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Figura 16_Recuperación de la fosforilación normal de BCKDH en fibroblastos de paciente mediante 
la expresión transitoria de BCKDK: a) Esquema del vector utilizado para la co-expresión estable de BCKDK 
y eGFP en líneas de fibroblastos de pacientes BCKDK b) Distribución de la población celular antes (panel 
superior) y después de la selección de la población M1, GFP positivas, mediante citometría  (panel inferior). 
c) Comprobamos el éxito en la expresión transitoria de BCKDK en células de los pacientes mediante 
inmunocitoquímica, visualizada a 63 magnificaciones por microscopía de fluorescencia. En la imagen, se 
marcan en rojo las mitocondrias, y en verde la proteína BCKDK, resultando así un color amarillo cuando 
la expresión de la proteína co-localiza con la mitocondria. Se tiñeron los núcleos con DAPI, mostrándose 
en azul. Barra de escala blanca = 20 μm. d) Análisis por western blot de la expresión de BCKDK tras la 
transfección con el plásmido pEZ-Lv205, conteniendo la forma BCKDK-wt (wt), el plásmido vacío (φ) o 
sin transfectar (-), en fracción proteica total de fibroblastos de pacientes BCKDK_1 y BCKDK_2 , así como 
controles. 
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2.3|   Deficiencia en la proteína transaminasa BCATm
El aumento de BCAA sin variaciones significativas en los niveles de BCKAs encontrado en el paciente 
BCATm se alejaba del perfil de metabolitos de MSUD, en cualquiera de sus presentaciones, aunque 
si hacía sospechar de un defecto en alguna enzima implicada en el catabolismo de los aminoácidos 
ramificados.
A) Búsqueda de cambios candidatos mediante secuenciación de nueva generación
En este caso, para la identificación de gen responsable se utilizó la secuenciación masiva paralela 
utilizando el panel de exoma clínico TruSight™ One, que permite la captura de 4.813 genes asociados 
a un fenotipo clínico en humanos. Las más de 8400 variantes de secuencia identificadas en nuestro 
paciente se analizaron utilizando el software de VariantStudio Data Analysis de Illumina. Para la 
priorización de genes candidatos se utilizó un flujo de trabajo que, atendiendo a las características 
específicas que se les supone a las enfermedades minoritarias, primero eliminaba todos aquellos 
cambios registrados en otros pacientes secuenciados en el mismo ensayo, para posteriormente 
restringir la selección a aquellos que aparecían sobre dos alelos y con frecuencias alélicas en la 
población general inferiores al 0,05%. Con esto, nuestra lista quedó reducida a 460 cambios que 
filtramos atendiendo al carácter patogénico de los cambios y utilizando dos tipos  de paneles 
virtuales, uno que incluía todos los genes conocidos implicados en el metabolismo de los aminoácidos 
ramificados; otro basado en la MitoCarta, una base de datos de genes nucleares que codifican para 
proteínas de expresión mitocondrial. Con el primero únicamente encontramos una mutación en 
homozigosis en el gen BCAT2, mientras que en el segundo caso obtuvimos 20 cambios posibles, entre 
los que destacaba precisamente el cambio c.1154_1160delCCCACGAinsTGGATGCCCTCT detectado en 
homocigosis en el gen BCAT2. La secuenciación de Sanger en DNA del paciente y sus padres confirmo 
el patrón de herencia autosómico recesivo. 
Cambios ausentes en otros 
pacientes no relacionados
MAF ≤ 0,05 o desconocido
Cambios no sinónimos
Dos alelos
Genes relacionados con
el metabolismo de BCAA
8.472 cambios
4.499 cambios
460 cambios
BCAT2
Figura 17_Filtrado de variantes obtenidas por 
NGS: Mediante los diferentes filtros aplicados 
se redujo el número de variantes a analizar, 
hasta llegar al cambio en BCAT2.
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El gen BCAT2 tiene 11 exones, y la deleción  de 7 pares de bases e inserción de 12 en homocigosis 
en el último exón, el cambio c.1154_1160delCCCACGAinsTGGATGCCCTCT provocaría un cambio en 
la fase de lectura del DNA, y aparición de un codón de terminación prematuro, que si se tradujese 
resultaría en una proteína truncada.
El análisis de segregación de la variante en el DNA genómico de los progenitores del paciente 
confirmaron un patón de herencia mendeliana, encontrándose en heterozigosis en cada padre.
B) Estudio de la patogenicidad del cambio BCAT2 c.1154_1160del7ins11
Se investigó el efecto de la mutación sobre BCAT2 mediante Western blot, en el que se comparó la 
presencia de ausencia de la proteína BCATm en fibroblastos del paciente, comparado con controles 
y otros pacientes con aumentos en los niveles de BCAAs (MSUD). Como se muestra en la figura 18, 
mientras que en proteína de fibroblastos control y MSUD detectábamos proteína BCATm, se registró 
una total ausencia de la misma en los fibroblastos del paciente. 
c.1154_1160delCCCACGAinsTGGATGCCCTCT
Controles P.BCATm P.MSUD BCATm
a)
b)
BCAT2
Control
P.BCATm
Figura 18_Análisis de la mutación en BCAT2 a nivel de DNA y proteína: a) Análisis del mRNA del 
paciente (panel superior), en el que se observa la inserción deleción al compararlo con un control 
(panel inferior). b) Estudio del efecto de la mutación sobre la proteína, comparando con fibroblastos 
control y con dos pacientes MSUD
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Figura 19_Cuantificación de tránscritos de las subunidades del complejo BCKDH : Se 
cuantificaron los tránscritos de los genes codificantes para las distintas subunidades del 
complejo BCKDH. Valores expresados como aumentos o decrementos sobre los registrados 
en controles.
2.4|   Expresión de los genes del complejo BCKDH
Se ha descrito previamente que las subunidades del complejo BCKDH, en conjunto con la 
transaminasa mitocondrial, forman un macrocomplejo molecular o “metabolón” (Islam, Wallin et al. 
2007). A este complejo, además, se unirían, dependiendo del estado energético y otros factores como 
las concentraciones de aminoácidos, las proteínas quinasa y fosfatasa anclándose a la subunidad E2 
para ejercer la regulación sobre el catabolismo (Zhou, Lu et al. 2012).  
Dado que las mutaciones descritas afectaban a la expresión de las proteínas reguladoras, se investigó 
mediante una RT-PCR cuantitativa (qRT-PCR) la expresión de las distintas subunidades del complejo en 
los distintos pacientes incluidos en el estudio. 
Como se obesrva en la figura 19, la expresión de los genes de las distintas subunidades del complejo 
BCKDH variaba en función de la situación metabólica. Asociadas a las mutaciones en PPM1K observamos 
un aumento en la expresión de los genes de todas las subunidades, mientras que en los pacientes 
BCATm y BCKDK observamos una disminución de las subunidades similar y poco pronunciada, de 
donde se deduciría que esta no depende exclusiva ni derectamente de las concentraciones de los 
aminoácidos ramificados. Además, la expresión de PPM1K está siempre disminuida, lo que situaría su 
expresión en una posición importante en la regulacion del complejo
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En este segunda parte del trabajo hemos aprovechado la ventaja que nos proporcionan las 
enfermedades monogénicas descritas de disponer de modelos naturales en los que explorar el papel 
de los BCAAs y sus metabolitos inmediatos sobre aspectos concretos de la función celular. Y puesto que 
la función del complejo BCKDH no solo impacta directamente sobre el metabolismo energético, sino 
que también contribuye al suministro de importantes sensores celulares como el acetil-CoA (Green, 
Galluzzi et al., 2014), nuestro primer objetivo ha sido analizar la repercusión de la desregulación 
-tanto positiva como negativa- del complejo sobre la función mitocondrial. 
3.1|   Desregulación del metabolismo de BCAA y función mitocondrial
Con el objeto de estudiar el efecto de la alteración en la regulación del metabolismo de los BCAAs 
en la función mitocondrial, analizamos dos aspectos interrelacionados de la misma: por una parte, se 
midió la generación de especies reactivas de oxígeno y la respuesta celular antioxidante, y por otra 
parte se analizó la función respiratoria, midiendo tanto la tasa de consumo de oxígeno a tiempo real 
en fibroblastos de pacientes en cultivo como el contenido de ATP de estas células. 
A) Producción de anión superóxido y defensa antioxidante
Se ha descrito la sobreproducción de especies reactivas de oxígeno (ROS), derivadas de la producción 
de radical superóxido, como agente importante para la aparición del estrés oxidativo identificado en 
diferentes patologías neurológicas, incluidas algunas formas de autismo, o enfermedades metabólicas 
como el Jarabe de Arce (Mc Guire, Parikh et al. 2009). Por tanto, en primer lugar se valoraron posibles 
incrementos en las especies reactivas de oxígeno en las dos situaciones metabólicas aparentemente 
antagónicas descritas, la deficiencia en PP2Cm y los defectos en BCKDK
Para ello se analizó la concentración de anión superóxido O2
·- en los fibroblastos de pacientes y 
controles mediante citometría de flujo. Se utilizó la sonda MitoSOX, una sonda fluorogénica permeable 
dirigida específicamente a las mitocondrias, en las que se oxida rápidamente por efecto del anión 
superóxido. 
Identificación de vías responsables de patogenia: impacto 
de la desregulación del metabolismo de BCAA en la función 
mitocondrial
3|
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Como se observa en la figura 20.a, para los tres pacientes con alteraciones en la regulación del 
catabolismo de los BCAAs se registraron incrementos estadísticamente significativos de O2
·- sobre 
los niveles medidos en al menos tres líneas diferentes de fibroblastos control crecidos en las mismas 
condiciones. No obstante, fue en las células deficientes en BCKDK donde se constataron mayores 
diferencias, con aumentos de hasta 2,5 veces sobre los valores control, mientras que para PP2Cm los 
valores no superaron los 1,3 aumentos.
Figura 20_Valoración de la producción de anión superóxido y defensa antioxidante: a) Se midió la 
fluorescencia de la sonda mitocondrial MitoSOXTM mediante citometría de flujo, expresando los resultados 
como aumentos frente a los valores detectados en los mismos experimentos en controles. Los resultados 
mostrados son el promedio de al menos n=3 experimentos por triplicado, y los controles el promedio 
de n=3 controles. Las barras de error representan la desviación estándar (SD). En el panel superior 
se muestran dos curvas ejemplo del análisis. Análisis estadístico T de Student (*p<0,05; **p<0,01; 
***p<0,005) b) Western blot representativo de al menos n=3 experimentos hibridando con anticuerpos 
contra las enzimas antioxidantes manganeso superóxido dismutasa (MnSOD) y glutation peroxidasa (GPX) 
en proteína total de los fibroblastos de controles y pacientes. Resultados normalizados por el control de 
carga citrato sintasa (CS).
Para evitar la acumulación tóxica de ROS, la célula está equipada con varios sistemas detoxificantes: en 
primera línea encontramos la superóxido dismutasa (MnSOD), que convierte el O2
·-   intramitocondrial 
en  H2O2, que posteriormente podrá ser eliminada por acción de, entre otras, la enzima glutation 
peroxidasa (GPX). Si bien el H2O2, generado por el metabolismo del O2
·- por la enzima MnSOD, no 
es una especie reactiva de oxígeno en sí, puede difundir fácilmente a través de las membranas y 
transformarse en radical hidroxilo en presencia de metales de transición. El análisis mediante 
western blot de ambas proteínas permitió hacer una primera evaluación de la capacidad de defensa 
antioxidante de los distintos fibroblastos frente a la producción del exceso de O2
·-  .
Controles Controles
P.PP2Cm P.BCKDK
#1 #2
MnSOD
GPX
CS
*
*** ***
a)
b)
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Tal y como se muestra en la figura 20.b, solo se constató un incremento en superóxido dismutasa en 
los fibroblastos de P. BCKDK_1, mientras que tanto P. BCKDK_2 como en PPP2Cm presentaban valores 
similares a los detectados en controles. Por otra parte la cuantificación relativa de GPX no mostró 
variaciones significativas en ninguno de los fibroblastos analizados. 
B) Respiración mitocondrial y síntesis de ATP
Puesto que un incremento significativo en las especies reactivas de oxígeno podría ser causa y/o 
consecuencia de una disfunción mitocondrial, se valoró tanto la función respiratoria como la síntesis 
de ATP celular.
Se monitorizó, utilizando el sistema Seahorse, la tasa de consumo de oxígeno (OCR) a tiempo real 
de fibroblastos en cultivo crecidos en condiciones estándar, y se evaluó su respuesta a la adición 
de diferentes drogas al medio de ensayo. Esto permitió el cálculo de parámetros bioenergéticos 
relevantes para las células como la respiración basal (OCR al principio del experimento), la respiración 
sensible a oligomicina u OSR (esto es, la fracción de ese consumo de oxígeno registrado en condiciones 
basales que está directamente comprometido en el acoplamiento del transporte de electrones con 
la actividad OXPHOS) y la respiración máxima o Rmax, medida tras adición de carbonil cianida-4-
(trifluorometoxi) fenilhidrazona (FCCP), que desacopla el consumo de oxígeno de la síntesis de ATP, 
haciendo que la cadena transportadora de electrones funcione a su máxima capacidad.
De los datos obtenidos se desprendía que en las dos condiciones metabólicas analizadas, paciente 
PP2Cm y pacientes BCKDK, se detectaban caídas significativas tanto en la respiración basal como 
en la OSR. Dadas las reducciones de OSR de aproximadamente un 20% para los pacientes PP2Cm y 
BCKDK_1 y del 30% para BCKDK_2 (fig. 21.a), se midió la concentración de ATP en los fibroblastos. 
Consistentes con estos cambios, la concentración total de ATP celular también registraba disminuciones 
significativas en los tres casos, de un 40% para PP2Cm, y aún superiores para los fibroblastos de 
los pacientes BCKDK_1 y BCKDK_2, con defecto en la quinasa, tal y como se muestra en la figura 
21.b. La inhibición de la glucolisis con 2´-desoxi-D-glucosa provocaba una disminución drástica de las 
concentraciones de ATP intracelular en todos los casos analizados.
Aun habiéndose detectado disminuciones en OSR y ATP total para los fibroblastos de los tres 
pacientes, su perfil respiratorio global era diferente. Mientras las células PP2Cm tenían una Rmax, 
que permite evaluar la capacidad de las mitocondrias para transportar y metabolizar los sustratos 
respiratorios, similar a la de las células control, los fibroblastos de los pacientes con defectos en 
BCKDK mostraban dos perfiles respiratorios claramente opuestos, con incrementos de la Rmax de 
1,5 veces respecto a los valores controles para los fibroblastos del paciente BCKDK_1 y reducida a la 
mitad para BCKDK_2. Esto resulta en un perfil respiratorio general deprimido en P. BCKDK_2, mientras 
que en P.BCKDK_1 advertimos una alta capacidad de reserva de respiración mitocondrial (fig. 21.d)
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Figura 21_Evaluación de la función respiratoria mitocondrial en fibroblastos: perfil de consumo de 
oxígeno y medida de las concentraciones de ATP celular: Se valoró el perfil de consumo de oxígeno en 
fibroblastos control y fibroblastos de los pacientes PP2Cm y BCKDK en cultivo. a) Respiración sensible 
a oligomicina (OSR), medida como la disminución en la OCR tras la adición de oligomicina 6 μM. b) 
Variación en la concentración de ATP medida en los fibroblastos de los pacientes respecto a los controles.
Se comprobó la caída en el ATP tras la incubación de las células con 2-deoxy-D-glucosa 100mM  c) perfiles 
promedio de todos los experimentos de consumo de oxígeno en controles y fibroblastos de pacientes d) 
aumentos o decrementos sobre los valores de los controles en las respiraciones basal y máxima. Todos 
los datos son el promedio de al menos n=3 experimentos por quintuplicado, y los controles mostrados el 
promedio de al menos 3 controles diferentes (experimentos de Seahorse) o 2 (medida de ATP); las barras 
de error representan la desviación estándar (SD). Análisis estadístico T de Student (*p<0,05; **p<0,01; 
***p<0,005).
En el análisis de estos parámetros hemos encontrado que, lo que suponíamos como dos situaciones 
metabólicas antagónicas, tienen efectos no contrarios sobre la función respiratoria mitocondrial.
Por tanto, el siguiente paso fue elucidar si el elemento central en la respiración mitocondrial era la 
variación en el flujo de BCAAs o las propias proteínas deficientes. 
oligomicina
FCCP
rotenona
antimicina A
(tiempo)
a) b)
c) d)
*** *
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***
*** ***
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***
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3.2|   Ausencia de fosfatasa PP2Cm: diferenciación entre el efecto de los metabolitos y 
de la proteína
 Para la proteína fosfatasa se había propuesto en estudios anteriores al margen de los metabolitos 
una implicación preponderante sobre la función mitocondrial, por lo que se decidió explorar el papel 
aislado de esta proteína reguladora en la función celular.
A) Respiración mitocondrial y el papel de los BCAAs o BCKAs
Para valorar la contribución del incremento en los aminoácidos ramificados en la alteración de 
la función respiratoria, se midió la función respiratoria en dos pacientes de Jarabe de Arce que 
presentaban valores de aminoácidos ramificados al diagnóstico superiores a los del paciente PP2Cm 
(P.MSUD_1, con una forma clásica de la enfermedad) o similares (P.MSUD_2, con una forma variante) 
mediante el análisis del consumo de oxígeno a tiempo real en dichos fibroblastos.
Como se observa en la figura 22, el perfil respiratorio para ambas formas de MSUD nuevamente 
muestra variaciones con respecto al detectado en muestras control. Aunque en ambos casos se 
registraban disminuciones en las respiraciones basal y sensible a oligomicina, similares a las registradas 
para el paciente PP2Cm, estas eran más notables en el paciente variante. También aquí se registraron 
variaciones en la respiración máxima, disminuida en un 20% en el paciente con la forma variante de 
MSUD e incrementada 1,3 veces en los fibroblastos de la forma clásica. De los datos obtenidos se 
desprende una falta de relación clara o directa entre la deficiencia de actividad de BCKDH (y por tanto 
de los niveles de BCAAs y BCKAs intracelulares) y la disfunción respiratoria.
Para valorar el efecto aislado de los BCAAs se utilizó como modelo natural el cultivo de fibroblastos 
del paciente BCATm, con aumentos moderados en los aminoácidos ramificados pero valores normales 
en los cetoácidos. 
Se registró una caída en la respiración mitocondrial en dichos fibroblastos comparado con los 
controles, con disminución en las respiraciones basal, máxima y sensible a la oligomicina, tal y como 
se relfeja en la figura 22.b.
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B) Formación del poro de transición mitocondrial 
Se había propuesto a la proteína PP2Cm como implicada en la formación del poro de transición 
mitocondrial (Lu, Ren et al. 2007). Para comprobar si este aspecto también estaba alterado en 
fibroblastos del paciente, se valoró la capacidad de retención de calcio (CRC) de las mitocondrias del 
paciente PP2Cm, sirviendo como medida de la cantidad de Ca2+ necesario para disparar la formación 
del mPTP. Para ello se monitorizó la captación de calcio por las mitocondrias mediante el empleo de 
la sonda Calcium Green, que permite medir la concentración de calcio en el medio de ensayo. Se 
trataron células permeabilizadas en suspensión y en presencia de succinato 5 mM como sustrato 
respiratorio y ADP 5 μM con pulsos secuenciales de Ca2+ 20 μM, midiéndose la captación de calcio por 
Figura 22_Evaluación de la función respiratoria mitocondrial en fibroblastos de otros pacientes con 
aumentos en los BCAAs y/o BCKAs: a) Se valoró el perfil de consumo de oxígeno en fibroblastos de dos 
pacientes de MSUD, con una forma clásica (P.MSUD_1) y variante (P.MSUD_2), comparados con controles 
y el paciente PP2Cm. En el panel derecho, perfiles generales de consumo de oxígeno en controles y 
fibroblastos de los pacientes MSUD; en el izquerdo, aumentos o decrementos sobre los valores de los 
controles en las respiraciones basal, sensible a oligomicina y máxima. Perfiles promedio de todos los 
experimentos realizados b) Estudio de la respiración en fibroblastos del paciente BCATm, en las mismas 
condiciones que en los pacientes MSUD. Todos los datos son el promedio de al menos n=3 experimentos 
por quintuplicado; y los valores de control el promedio de tres controles diferentes. Las barras de error 
representan la desviación estándar (SD). Análisis estadístico T de Student (*p<0,05; **p<0,01; ***p<0,005).
oligomicina
FCCP rotenona
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Figura 23_Apreciación de la sensibilidad a la apertura del poro de transición mitocondrial (mPTP) 
en fibroblastos del paciente PP2Cm: Se evaluó la capacidad de retención de calcio de las mitocondrias 
de fibroblastos del paciente P.PP2Cm y controles en células permeabilizadas mediante la adición 
de pulsos de Ca2+ 20 µM y medida de la disminución en la fluorescencia de la sonda Calcium Green. 
a) Comparación ejemplo de la CRC de fibroblastos control y de P.PP2Cm en la que los fibroblastos del 
paciente experimentnan una disminución en la capacidad de retención de calcio. b) Comparación ejemplo 
en la que se observa el mismo comportamiento ente fibroblastos del control y del paciente P.PP2Cm c) 
Expermiento en el que se observa cómo el tratamiento con ADP o Ciclosporina A (CsA) retrasa la formación 
del poro. d) Valoración del mantenimiento del potencial de membrana mitocondrial en los fibroblastos del 
paciente PP2Cm frente a los valores observados en controles mediante la incubación con la sonda TMRM 
y posterior visualización en un citómetro de flujo. Los datos de la fluorescencia de TMRM son el promedio 
de al menos n=3 experimentos, y los controles el promedio de tres líneas control diferentes. Las barras 
de error representan la desviación estándar (SD). Análisis estadístico T de Student (*p<0,05; **p<0,01; 
***p<0,005).
la mitocondria como una caída en la fluorescencia de la sonda. El momento de formación o apertura 
del mPTP se registró como un aumento sostenido en la fluorescencia, asociado a la liberación del Ca2+ 
mitocondrial. 
Como resume la figura 23 a-c, los resultados obtenidos mostraban una alta variabilidad, probablemente 
asociada al estado de las células en el ensayo. En la figura se muestran dos experimentos, uno en el 
que se observan reducciones en el umbral de apertura del poro en las células PP2Cm, y otro en el 
que se obtuvieron valores similares a los controles. La incubación de los fibroblastos control con 
CsA 5 μM o ADP aumentaba la CRC de los mismos, (figura 23.c), lo que no siempre se observó en 
las células del paciente PP2Cm. Con estos resultados preliminares no se pudieron ni corroborar ni 
descartar alteraciones en el mPTP en los fibroblastos del paciente PP2Cm en las condiciones y tipo 
celular ensayados.
PP2Cm
a)
b)
c)
d)
Ca2+
Ca2+
Ca2+
(tiempo)
(tiempo)
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Análisis del potencial de membrana mitocondrial
Cualquier perturbación en la formación del poro mitocondrial repercutirá sobre la polarización de 
la membrana plasmática. Así, se midió este parámetro con la sonda tetrametilrodamina metil ester 
(TMRM), un catión lipofílico que se retiene en la mitocondria en una proporción directa al diferencial 
de potencial de membrana. Tal y como se muestra en la figura 23.d, no se observó despolarización de 
la membrana mitocondrial en los fibroblastos del paciente P3 en las condiciones ensayadas.
C) PP2Cm y muerte celular: activación de las rutas de señalización proteínas quinasas activadas 
por mitógeno (MAPK) y expresión de genes relacionados con la apoptosis
Los estudios previos sobre la fosfatasa PP2Cm relacionaron su ausencia con la activación de las rutas 
de señalización de las rutas MAPK, y la describían como esencial para el desarrollo y supervivencia 
celular en pez cebra (Lu, Ren et al. 2007).
Con esto, se analizaron por Western blot los niveles de proteínas p38, JNK y ERK fosforiladas en 
fibroblastos del paciente PP2Cm y de controles. Los resultados mostraron un incremento significativo 
en la fosforilación de p38 y JNK en las células de P.PP2Cm, pero no en los controles. No se observó 
ninguna variación en la activación de ERK.
Para profundizar en este análisis, se realizó un array de expresión de 84 genes relacionados con la 
apoptosis. En el análisis de los resultados, se considerados las variaciones de expresión por encima del 
doble o por debajo de la mitad frente a los valores de la media de controles. En general, se observa 
un aumento en genes proapoptóticos como BCL10, CAD40, GADD45A o TNFRS10B y disminuciones 
en genes que codifican para proteínas relacionadas con el control negativo de la muerte celular, como 
BCL2L1 o BIRC3. Tal y se muestra en la figura 24.b, es también reseñable el aumento en la expresión 
de BNIP3, relacionado con el poro de transición mitocondrial. En este expermiento únicamente se ha 
valorado la expresión del mRNA, que no siempre tiene que suponer una activación de la proteína o de 
la vía en la que participe, para lo cual haría falta estudios complementarios.
Progresión del ciclo celular
Como evaluación última del efecto sobre la supervivencia celular de la ausencia de PP2Cm se analizó 
la progresión del ciclo celular en 24h en fibroblastos del paciente. Como se muestra en la figura 
24.c, no se encontraron diferencias en la proporción de células en cada fase del ciclo comparado con 
fibroblastos control.
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Figura 24_Análisis de la implicación de PP2Cm en la apoptosis y ciclo celular: a) Análisis por western 
blot de la fosforilación de las proteínas p38, JNK y ERK en extracto total de proteína de los fibroblastos 
de controles y del paciente PP2Cm. Al término del experimento, las membranas fueron deshibridadas 
y probadas contra la proteína Tubulina como control de carga. Las fotos que se muestran son recortes 
representativos de la menos n=3 experimentos. b) Selección de genes cuya expresión se veía aumentada 
más de dos veces o disminuida a la mitad según el análisis del array de expresión de genes relacionados 
con la apoptosis. En cuarzo, los genes pro-apoptóticos, y en azul los anti-apoptóticos c) Evaluación de la 
proporción de células en cada fase del ciclo celular durante 24h. Los datos son el promedio de al menos 
n=3 experimentos; los controles son el promedio de tres líneas de fibroblastos control diferentes. Las 
barras de error representan la desviación estándar (SD). Análisis estadístico T de Student (*p<0,05; 
**p<0,01; ***p<0,005).
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3.3|   Ausencia de la proteína quinasa BCKDK: respuesta de la mitocondria
Habiéndose descrito una implicación de la disfunción mitocondrial en la etiopatología de los 
síndromes de espectro autista, y habiendo registrado un aumento en el anión superóxido y bajada en 
la capacidad de síntesis de ATP de los fibroblastos de los pacientes BCKDK, con hiperactividad en el 
complejo BCDKDH, se investigó la respuesta de la mitocondria a este estado alterado.
A) Función y dinámica  mitocondrial en pacientes BCKDK
Dado que las mitocondrias se proponen como orgánulos dinámicos capaces de regular su estructura 
interna en respuesta a las necesidades celulares, para aproximarnos al estudio de esta variación 
hemos analizado dos aspectos: por una parte, la función en un medio más oxidativo en el que se 
forzase la respiración mitocondrial mediante la sustitución de glucosa por galactosa 1g/L durante 24h 
y la adaptación de la forma a dicha función.
El cambio al medio más oxidativo (galactosa) resultó en un incremento en la respiración mitocondrial 
en todas las líneas celulares, observándose que los fibroblastos de P.BCKDK_1 igualaban en su perfil 
respiratorio a los controles, y los de P.BCKDK_2 mantenían una capacidad respiratoria disminuida, 
siendo especialmente llamativa la deficiencia en respiración máxima (fig. 25.a). 
Seguidamente, asociado a las variaciones en la función respiratoria se analizó la morfología 
mitocondrial mediante el estudio de la ultraestructura de las mitocondrias a partir de fotos de diez 
mil aumentos obtenidas mediante microscopía electrónica de transmisión. Se centró el análisis en dos 
parámetros: la longitud y aspecto tubular de las mitocondrias y la densidad a electrones de la matriz 
mitocondrial. Nuevamente, se estudiaron estas características en las dos situaciones mencionadas: 
fibroblastos crecidos en medio de cultivo estándar y en DMEM en el que la glucosa había sido 
reemplazada por galactosa. 
La elongación mitocondrial se valoró como la relación entre el eje mayor y el eje menor de la 
hipotética elipse a la que se ajustaría la forma de la mitocondria. Las mitocondrias de ambos pacientes 
BCKDK mostraron una proporción eje mayor – eje menor aumentada frente a los controles: esto es, 
mitocondrias más alargadas y tubulares, en contraposición a las mitocondrias más cortas y anchas 
que encontrábamos en controles (fig.25.c). El análisis de las células crecidas en galactosa en lugar de 
glucosa reveló que únicamente los fibroblastos control respondieron en un reajuste en su morfología, 
observándose mitocondrias más alargadas que en presencia de glucosa. En los fibroblastos de 
pacientes BCKDK no se observó ningún cambio al pasar del medio de crecimiento de glucosa a 
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galactosa. Este alargamiento mitocondrial también se constató en los fibroblastos interferidos, que 
mostraban un incremento en el “aspecto” frente a los controles interferidos con el plásmido vacío. 
Por otra parte, un aumento en la densidad de matriz mitocondrial está asociado a un aumento en 
los complejos proteicos de la mitocondria. Para ello, sobre las mismas preparaciones, se tomaron 
tres puntos al azar de la matriz mitocondrial y tres de la región citosólica que la rodeaba, midiéndose 
la intensidad de gris, obteniendo así valores absolutos más bajos para los puntos más electrodensos 
(fig. 25.d). Comprobamos un aumento significativo en la densidad de la matriz mitocondrial en los 
fibroblastos de P.BCKDK_1, registrado como una disminución hasta un 0.85 en la intensidad respecto 
a los valores del control. Para las mitocondrias de P.BCKDK_2 no vimos ninguna alteración significativa 
en la electrodensidad.
La fusión mitocondrial en células de mamíferos requiere la interacción de, entre otras proteínas, 
las dos mitofusinas de la membrana externa (Mfn1 y Mfn2) con la GTPasa OPA1, localizada en la 
membrana mitocondrial interna. Estudios recientes han relacionado la proteólisis de OPA1 como un 
evento pro-fusión. Por tanto, se analizó el patrón de expresión de OPA1 en los fibroblastos de pacientes 
BCKDK y controles, crecidos en glucosa y galactosa. Los pacientes crecidos en glucosa, mostraron un 
aumento en el procesamiento de OPA1 (evidenciado como un aumento en la proporción de banda de 
80 kDa sobre el total de OPA1 registrado). Siguiendo en línea con lo observado mediante el análisis de 
la ultraestructura, se observó un aumento en el procesamiento de OPA1 en los fibroblastos controles 
crecidos en galactosa frente a los crecidos en glucosa, relacionándolo con la elongación mitocondrial
Se valoró también la expresión de la proteína Mitofusina 2 (Mfn2). Esta proteína, localizada en 
la membrana externa, ejerce no sólo un control sobre la fusión-fisión mitocondrial, sino también 
como importante modulador del metabolismo mitocondrial. Ambos pacientes BCKDK mostraron un 
aumento no estadísticamente significativo en los niveles de Mfn2, con valores similares a los controles.
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Figura 25_Respuesta de las mitocondrias a la deficiencia en BCKDK: (Pie de figura en la página 
siguiente)
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(Página anterior)
Figura 25_Respuesta de las mitocondrias a la deficiencia en BCKDK: Análisis de la función mitocondrial 
y su impacto en la morfología y dinámica en un medio de cultivo con glucosa y otro con galactosa 1g/L 
durante 24h a) Perfil de consumo de oxígeno al crecer las células en galactosa (panel inferior) comparado 
con el observado previamente en glucosa (panel superior). b) Morfología mitocondrial (flechas blancas) 
al crecer las células en glucosa o galactosa. Fotos representativas a 10.000 aumentos obtenidas mediante 
microscopía electrónica de transmisión. En base a estas fotos se midió la elongación mitocondrial, según 
la relación entre el eje mayor y menor que definirían una hipotética elipse (c) y la electrodensidad de 
la matriz por comparación con el citosol (d). El análisis de la dinámica mitocondrial se completó con un 
estudio de las proteínas de fusión OPA1 y Mfn2, valorando el procesamiento de OPA1 como la intensidad 
de la banda de 80 kDa sobre la de 100 kDa (e), y la variación expresión de Mfn2 normalizada por el control 
de carga Hsp60 (f)
B) Respiración mitocondrial en ausencia de BCKDK: modelos de interferencia 
En el perfil respiratorio de los fibroblastos de los pacientes BCKDK observábamos una diferencia 
notable en la capacidad de respiración de reserva: mientras el paciente 1 mostraba una respiración 
máxima muy incrementada frente a los controles, en P.BCKDK_2 estaba, por el contrario, más reducida. 
Las diferencias entre un paciente y otro son normales y esperables, consecuencia de utilizar modelos 
naturales: cada paciente porta la mutación en estudio en un fondo genético concreto y desconocido, 
que puede afectar a la capacidad de adaptación de la célula a la situación metabólica. Para aislar 
el efecto de la ausencia de BCKDK del fondo genético de los pacientes se generó un modelo de 
fibroblastos control en los que se interfirió la expresión de BCKDK mediante la infección lentiviral de 
partículas que expresaban shRNAs específicos contra este gen.
Generación del modelo de interferencia
Se ensayaron tres shRNAs dirigidos contra distintos fragmentos del gen. El éxito en la interferencia 
se midió a diferentes niveles: se evaluaron los niveles de mRNA BCKDK y la presencia o ausencia de 
proteína BCKDK, así como de sustrato fosforilado. Observamos una disminución de la expresión de 
BCKDK a menos de un 20% al interferir con dos de los shRNAs probados, y aproximadamente un 60% 
con el tercero (fig. 26.a). Al valorar la fosforilación de BCKDH y la presencia de proteína se constató 
que con la interferencia lograda en los shRNAs #1 y #2 se conseguía bloquear la fosforilación de 
BCKDHA detectable por Western blot, con lo que se seleccionaron estos dos interferentes para seguir 
evaluando la función mitocondrial
Evaluación de la función respiratoria en los modelos interferidos
Como se observa en la figura 26, en ambos interferentes se registró un perfil de respiración similar al 
observado en el paciente BCKDK_2, con disminuciones en las respiraciones basal, máxima y sensible 
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a oligomicina respecto al control (fig. 26.c). Se evaluó también la concentración de ATP en las células 
interferidas, igual que se hizo anteriormente con los fibroblastos de los pacientes, constatándose una 
reducción en la concentración total de ATP, tal y como se muestra en la figura 26.d. 
Figura 26_Interferencia de la expresión de BCKDK y respuesta mitocondrial: Se creó un modelo de 
células cc2509 interferidas para la expresión de BCKDK mediante la infección lentiviral de shRNAs. Se 
comprobó la eficacia de la interferencia mediante cuantificación de tránscritos de BCKDK por qRT-PCR 
(a) al infectar con un shRNA no dirigido (sc-shRNA) y los tres shRNAs probados (#1, #2 y #3). También se 
analizó la presencia o ausencia de proteína BCKDK tras la interferencia, así como la fosforilación de su 
sustrato, el complejo BCKDH (b). c) En los shRNAs #1 y #2, en los que se demostró mejor interferencia, 
se analizó el perfil de consumo de oxígeno a tiempo real y la concentración de ATP total (d). Definido el 
perfil de OCR típico de un déficit en BCKDK se analizó la elongación mitocondrial mediante la toma de 
fotografías por MET a 10.000 aumentos y evaluación del ratio eje mayor:eje menor de la hipotética elipse 
que dibujaría la mitocondria (e). 
C sc #1 #2 #3
BCKDK
P·BCKDE1
BCKDE1
Hsp60
C sc #1 #2 #3
shRNA
shRNA
oligomicina
FCCP rotenona
antimicina A
(tiempo)
scsh #1 #2
C sc #1 #2
shRNA
*** ***
a) b)
c) d)
0 
4 
8 
12 
16 
El
on
ga
ci
ón
 m
ito
co
nd
ri
al
sc-sh #2
sc-shRNA #2
e)
93
RESULTADOS
Figura 27_Análisis de la expresión de los complejos OXPHOS: Se valoró 
la expresión de los complejos de la cadena transportadora de electrones 
mediante un Western blot con un cocktail de anticuerpos contra distintas 
proteínas de los complejos de CTE.
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C) Ausencia de BCKDK: Destino celular. 
Valorada la disfunción mitocondrial en los fibroblastos de los pacientes BCKDK y ratificado este perfil 
mediante la utilización de modelos interferidos, se abrió el camino por el que seguir la investigación 
sobre la patofisiología de este defecto. Concretamente se analizó cómo la respuesta observada 
afectaba al destino celular y aspecto global de las células. 
La evaluación del impacto de la interferencia sobre la morfología mitocondrial se realizó en base a 
fotografías obtenidas a 10.000 aumentos por microscopía electrónica de transmisión para las líneas 
interferidas con el shRNA #2 y con el control (vector de interferencia vacío). Se analizaron como se 
había hecho anteriormente para los fibroblastos de los pacientes BCKDK, midiendo la elongación 
mitocondrial en base al aspecto tubular, como la razón del eje mayor/ eje menor de la hipotética 
elipse.Se observó que la interferencia de la expresión de BCKDK conducía al alargamiento de las 
mitocondrias, reproduciendo las observaciones sobre los pacientes BCKDK. 
Definida la respuesta de la mitocondria en ausencia de BCKDK se exploró la expresión de complejos 
de la cadena de transporte de electrones mitocondriales en los fibroblastos de controles interferidos 
y de los pacientes BCKDK. Se constató un aumento en la presencia de proteínas de los complejos 
mitocondriales únicamente en fibroblastos del paciente BCKDK_1, que no se explicaban por aumentos 
en la carga mitocondrial. No se observaron variaciones o incluso se detectaron disminuciones en los 
complejos de algunas de las líneas interferidas (fig.27). 
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Figura 28_Destino celular en ausencia de BCKDK: a) Se valoró el aspecto de las células a 4.000 aumentos 
mediante microscopía electrónica de transmisión. En recuadro blanco se marcan las imágenes de actividad 
lisosomal, más patentes en los fibroblastos de los pacientes. b) Evaluación de la población celular en 
cada fase del ciclo celular. Los datos son el promedio de al menos n=3 experimentos; los controles son el 
promedio de tres líneas de fibroblastos control diferentes. Las barras de error representan la desviación 
estándar (SD). Análisis estadístico T de Student (*p<0,05; **p<0,01; ***p<0,005).
Se analizó la progresión del ciclo celular en 24h en los pacientes BCKDK, observándose un aumento 
en la frecuencia de células en la fase GO/G1 en detrimento de la fase G2/M, tomando como normal los 
valores promedio observados en la frecuencia poblacional en cada fase del ciclo celular en controles.
Un análisis de las células mediante la visualización a bajo aumento en micoscopía electrónica de 
transmisión reveló que tanto los fiborblastos control como los pacientes BCKDK mostraban una 
gran actividad de degradación, conteniendo numerosos cuerpos multivesiculares y lisosomas. Esta 
actividad parecería algo mayor en pacientes que en controles, en los que además se puede observar 
alguna imagen de mitofagia. 
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En el flujo de trabajo presentado al principio de esta Tesis se mostraba cómo se pretendía llegar 
desde la estratificación clínica y bioquímica de un grupo de pacientes con sospecha de alteraciones 
poco conocidas en el catabolismo de los aminoácidos ramificados a la descripción de nuevas dianas 
terapéuticas. Para ello, pasábamos necesariamente por encontrar la mutación causante de la 
patología y el estudio de los mecanismos fisiopatológicos subyacentes en la misma. Y ese ha sido, 
efectivamente, el trabajo realizado, que se discute a continuación. El camino desde la patología al gen, 
y desde el gen a la patofisiología.
De la patología al gen: la importancia de la información1|
En plena revolución técnica y conceptual en el campo de la genómica (Koboldt, Steinberg et al. 
2013), la secuenciación masiva (NGS, Next Generation Sequencing) está abriendo en todas sus 
vertientes nuevas posibilidades en la identificación de genes implicados en patología (Lohmann 
and Klein 2014) y modelando nuestra concepción de los mismos (Schrijver, Aziz et al. 2012). Este 
trabajo refleja esa evolución conceptual y tecnológica aplicada a la detección y caracterización de 
mutaciones según el estado del arte del momento. Y es que aunque en todos los casos analizados 
la estratificación bioquímica situaba el metabolismo de los aminoácidos ramificados en el centro de 
la sospecha diagnóstica, la ausencia de fenotipo clínico (P.PP2Cm y P.BCATm) o  la aparición de una 
clínica inesperada, como es el autismo de los pacientes BCKDK_1 y BCKDK_2, convertía al diagnóstico 
genético en el primer objetivo del trabajo, para, partiendo de este punto, completar el recorrido 
desde la caracterización bioquímica a la implementación del diagnóstico genético y consecuente 
relación del gen con la patología.  
1.1|   Estrategias para la identificación de nuevas mutaciones en patología molecular
El caso más claro de sospecha de genes candidatos por la estratificación bioquímica fue el diagnóstico 
genético del paciente PP2Cm, con un perfil metabólico compatible con una forma variante de MSUD 
(Rodriguez-Pombo, Navarrete et al. 2006, Simon, Flaschker et al. 2006) y que se caracteriza por un 
bloqueo en la actividad del complejo BCKDH, que cataliza la descarboxilación oxidativa de los BCKA 
(Burrage, Nagamani et al. 2014). Tras descartar mediante secuenciación de Sanger la presencia 
de mutaciones causantes de patología en las regiones exónicas e intrónicas flanqueantes de los 
genes BCKDHA, BCKDHB, DBT y DLD, descritas hasta ese momento como posibles causantes de las 
distintas presentaciones de la patología, el siguiente paso fue el análisis de otros eventos genómicos, 
incluidas deleciones, duplicaciones y variaciones en la zigosidad, que pudieran ser responsables de 
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la firma bioquímica del paciente o desenmascarar la presencia de mutaciones en genes con patrón 
de herencia mendeliana y no asociados previamente a la misma. La identificación de regiones de 
homozigosidad ha sido, y sigue siendo a día de hoy, de gran utilidad para la detección de mutaciones 
cuando no existe un gen candidato (Kuhlenbaumer, Hullmann et al. 2011, Eccleston, Koh et al. 2012, 
Khan, Mohan et al. 2016, Niida, Yokoi et al. 2016), ya que permite detectar regiones con patrones de 
herencia alterados que pueden albergar mutaciones que en otra situación génica hubiesen pasado 
desapercibidas (Cottrell, Mendell et al. 2012). El array de SNP que realizamos sobre el DNA genómico 
del paciente PP2Cm (Papenhausen, Schwartz et al. 2011) reveló que, sin haber variaciones en el 
número de copia, existía una pérdida de heterocigosidad completa del cromosoma 4, siendo el patrón 
completamente normal para el resto. 
Esta alteración centró la atención sobre el gen PPM1K, localizado en el cromosoma 4 y descrito 
antes como posible fosfatasa reguladora del complejo BCKDH en ratones (Lu, Sun et al. 2009). 
La secuenciación de Sanger demostró la presencia de una variación en homozigosis, el cambio 
c.417_418delTA, una deleción de dos pares de bases que producía un cambio en la fase de lectura, 
generándose un codón de parada prematura. El perfil de segregación mendeliana  de la mutación 
(padre portador heterocigoto y madre homocigota wt en ambos alelos) sugiere una isodisomía 
uniparental paterna (Lapunzina and Monk 2011), en la que el paciente porta y expresa las dos copias 
del cromosoma 4 paterno y ninguna del materno. El resultado de esta herencia discordante es que la 
mutación, que ante un patrón de herencia normal se habría expresado en heterozigosis, aparece en 
homozigosis en el paciente.
El abordaje para el diagnóstico del paciente PP2Cm ratifica la utilidad del mapeo de homozigosidad 
para desvelar nuevas variantes de herencia recesiva asociadas a patología (King, Dexter et al. 2014, 
Matsubara, Kataoka et al. 2014, Tamura, Isojima et al. 2015, Donovan, Kimble et al. 2016). Las disomías 
uniparentales pueden originar diferentes patologías según los cromosomas o regiones cromosómicas 
afectadas, pudiendo variar de hecho el fenotipo según se trate de una disomía uniparental paterna 
o materna, en función de las regiones de impronta que contenga (Yamazawa, Ogata et al. 2010). Por 
tanto, más allá de la herencia discordante y concomitante expresión en homozigosis de la mutación, 
no podemos asegurar, con los estudios realizados, que esta sea o vaya a ser en un futuro el único 
efecto clínico de la aparente UPD (Siegel and Slavotinek 2005, Yamazawa, Ogata et al. 2010).
Una situación muy diferente fue la de los pacientes BCKDK, en los que el perfil de metabolitos en 
plasma al diagnóstico mostraba una reducción específica en las concentraciones plasmáticas de 
BCAAs y sus derivados α-cetoácidos. El primer paso fue por tanto establecer de forma específica la 
“firma metabólica” de la patología, recurriendo para ello al marcaje con isotopos estables de sustratos 
celulares y análisis posterior del producto inmediato. Las aproximaciones metabolómicas permiten 
establecer una relación entre el fenotipo de una enfermedad y un patrón concreto de metabolitos 
alterados, clave de la función biológica (Kim, Lee et al. 2013). Esta firma metabólica resulta de gran 
utilidad para ajustar el diagnóstico bioquímico y ampliar la información sobre el defecto metabólico 
(Ferrer, Ruiz-Sala et al. 2007). En el caso que nos ocupa, crecer los fibroblastos de los pacientes en 
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presencia de leucina radioisotópicamente marcada como única fuente de BCAAs (Bixel, Engelmann et 
al. 2004, Matsumoto, Akita et al. 2010) permitió relacionar la bajada en BCAA con la sospecha de una 
hiperactividad constitutiva en el catabolismo de los aminoácidos ramificados. 
Identificada la hiperactividad del metabolismo de los BCKAs sospechamos de un defecto en las 
proteínas reguladoras, con lo que analizamos la secuencia del gen BCKDK, codificante para la quinasa 
responsable de fosforilar e inactivar el complejo BCKDH. Para ello empleamos dos tecnologías 
diferentes: por una parte, en el diagnóstico del paciente P.BCKDK_1, secuenciación masiva de exoma 
completo, y por otra, en el paciente P.BCKDK_2, la secuenciación directa por el método de Sanger 
del gen indicado. En ambos casos se identificaron variaciones de secuencia nucleotídica, los cambios 
c.520C>G y c.1166T>C, en homozigosis en cada paciente respectivamente. Aunque la secuenciación 
de exoma celular ha  resultado de gran utilidad para la descripción de genes asociados a patología, 
especialmente en el marco de las enfermedades raras (Nguyen and Charlebois 2015) o en enfermedades 
de amplia presentación fenotípica y fondos genéticos muy heterogéneos (Vega, Medrano et al. 2016), 
este caso ilustra como ambas aproximaciones permiten indistintamente llegar a la mutación causante 
de patología, cuando la estratificación clínica y/o bioquímica está bien fundamentada. No obstante, 
ante la sospecha de un único gen candidato o de una mutación ya conocida por historia familiar, 
puede resultar más coste-efectiva la secuenciación por Sanger (Christensen, Dukhovny et al. 2015, 
Vega, Medrano et al. 2016). 
Por último, y como ejemplo de entre los casos presentados en este trabajo de la revolución de 
la secuenciación masiva, realizamos el diagnóstico genético del paciente BCATm mediante la 
secuenciación de su exoma clínico. El panel de exoma clínico es la secuenciación de un grupo de 
genes relacionados con distintas patologías de herencia mendeliana, descritas en OMIM (Dello Russo, 
Di Giacomo et al. 2014, Vega, Medrano et al. 2016), y permite el análisis efectivo de más de 4.000 
genes relacionados con patología en humanos, lo que lo hace especialmente interesante para casos 
como el que nos ocupa, en el que detectamos una alteración en el metabolismo de los aminoácidos 
ramificados pero no disponíamos de una sospecha de genes candidatos concretos. Y es que en este 
caso, el incremento en los niveles de BCAA en fluidos corporales no se reflejaba en un aumento 
similar en los niveles de cetoácidos, por lo que no se asemejaba completamente a un fenotipo de 
MSUD. La secuenciación del exoma clínico reveló una inserción-deleción bialélica en el gen BCAT2, 
que codifica para la transaminasa mitocondrial de aminoácidos ramificados –BCATm-.
La secuenciación masiva supone el acceso a una enorme cantidad de información, lo que hace 
imprescindible su correcto filtrado (Dolled-Filhart, Lee et al. 2013), bien basándonos en la genealogía 
del paciente (Bahlo, Tankard et al. 2014) o en las características que tendría la mutación del gen 
candidato (Teare and Santibanez Koref 2014). Así, ante todos los cambios que aparecen tras los 
primeros controles de calidad de la lectura (regiones bien secuenciadas, bien cubiertas, etc.), hay que 
establecer distintos filtros lógicos para aislar la variante de interés. En nuestro caso establecimos tres 
primeros filtros. El primer requisito fue que la frecuencia alélica en población control fuese menor de 
un 0,5% (MAF ≤ 0,05) o desconocida, que establecimos en dicha frecuencia por estar trabajando en 
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el marco de las enfermedades raras, con lo que ningún cambio candidato podría tener una frecuencia 
alta en la población control. Los siguientes filtros fueron que los cambios no fuesen sinónimos y 
que encontrásemos al menos dos cambios por gen, asumiendo una herencia recesiva. El correcto 
diagnóstico genético de este paciente ilustra cómo la secuenciación masiva puede ser una herramienta 
de gran utilidad para las situaciones en las que el perfilado bioquímico apunta a múltiples posibles 
causantes, permitiéndose así la lectura de todos los candidatos en un solo experimento. 
El diagnóstico genético de los tres subtipos de pacientes presentados muestra la variedad de 
estrategias para llegar a la identificación del gen causante. En todos los casos hemos ido del fenotipo 
al genotipo, poniéndose así de manifiesto la importancia de la estratificación clínica y bioquímica 
previa para establecer un correcto diagnóstico genético, ya bien sea en el caso de secuenciación de 
genes candidatos o en la búsqueda de mutaciones mediante secuenciación masiva. 
1.2|  Nuevas asociaciones de genes con patología: Caracterización funcional de las 
mutaciones
 La caracterización génica es únicamente el comienzo de un proceso dirigido a validar el papel 
patogénico de la variante identificada y seleccionada. Y es que el establecimiento de una correlación 
entre el genotipo y el fenotipo de una patología resulta de gran utilidad en el diagnóstico y pronóstico 
de la enfermedad, resultando necesario como punto de partida previo al estudio de los mecanismos 
moleculares que expliquen la patofisiología. Esta correlación se establece desde el análisis funcional 
de las mutaciones. En las tres situaciones metabólicas que tratamos hemos encontrado mutaciones 
que podrían ser candidatas a causantes de la patología; señalan a genes conocidos como participantes 
clave en el catabolismo de los BCAA (como el caso de BCKDK o BCAT2) o no descritos previamente 
(PPM1K), con una relación con la patología poco o nada descrita. Si bien se había postulado tanto en 
el caso de la fosfatasa como en el de la quinasa una relación con la regulación de BCKDH (Shimomura, 
Nanaumi et al. 1990, Harris, Joshi et al. 2004, Lu, Sun et al. 2009, Wynn, Li et al. 2012), no existía 
ningún paciente descrito hasta el comienzo de este trabajo.
Las mutaciones en PPM1K y BCAT2 producían un cambio en la fase de lectura que resultaba en la 
aparición de un codón de parada prematura, que concluirían (como se corroboró en los estudios en 
cDNA y proteína en ambos casos) en una proteína truncada no funcional. Son las que conocemos 
como mutaciones de pérdida de función o “loss of function (LOF)”. 
Las mutaciones en BCKCDK, por su parte, parecían de tipo missense o de cambio de aminoácido, 
pero el análisis sobre el cDNA reveló que la del paciente P.BCKDK_1 era en realidad una mutación de 
splicing. La mayoría de estas mutaciones se producen en las bases más próximas al punto de unión 
exón-intrón, o se deben a que el cambio supone en si mismo a la generación de un nuevo sitio de 
splicing. Sin embargo, en este caso, el cambio C>G, a 24 pares de bases 3’ del sitio normal de splicing, 
no forma parte del nuevo sitio GT 5’ donador, sino que probablemente sea reflejo de un aumento en 
101
DISCUSIÓN
su complementariedad con la región de U1 snRNP, de tal manera que con la nueva base pasa a tener 
un punto más de unión, aumentando la probabilidad de que las bases GT que le siguen actúen como 
sitio de splicing reconocido por la maquinaria de procesamiento (Sanchez-Alcudia, Perez et al. 2011). 
Esta generación de un nuevo sitio de splicing en el interior del exón 6 resulta en un procesamiento 
aberrante del transcrito entre los exones 6 y 7 que conduce a un cambio en la fase de lectura y 
aparición de un codón de parada prematura.
El análisis de la expresión de la proteína en fracción mitocondrial aislada reveló que el paciente 
BCKDK_2, portador homocigoto de una mutación que sí era missense, expresaba a niveles muy 
reducidos proteína BCKDK de tamaño normal, mientras que el paciente BCKDK_1 no expresaba nada 
de proteína detectable. En el caso de la mutación de splicing la explicación es sencilla, dado que, la 
generación de un codón de parada prematura, activaría la maquinaria NMD, encargada de eliminar 
transcritos aberrantes, pero menos evidente en la mutación L389P. La proteína BCKDK se expresa en 
rata en un estado oligomérico, formando un heterotetrámero (Wynn, Chuang et al. 2000, Machius, 
Chuang et al. 2001), encontrándose el residuo leucina 389 en la interfaz entre dímeros. La ausencia 
de expresión de la proteína BCKDK p.L389P sugiere que la dimerización de BCKDK es esencial para su 
actividad quinasa y estabilidad in vivo. 
Si bien es cierto que no en todas las patologías, o más exactamente, no en todas las mutaciones, se 
puede establecer una relación directa entre la severidad de la mutación y la expresión fenotípica de 
la enfermedad (Nellis, Kasinski et al. 2003, Nur, Gencpinar et al. 2015), sí parece existir una relación 
más directa cuando se trata de mutaciones de pérdida de función, como las identificadas en los 
pacientes PP2Cm y BCATm. En los pacientes BCKDK, al tener dos mutaciones distintas, podemos 
estudiar la relación entre el genotipo y el fenotipo. El primer paciente, con una mutación de splicing 
y sin proteína detectable, presentaba una forma más grave de la enfermedad, con disminuciones 
en los niveles de BCAA en fluidos al diagnóstico más marcadas que el paciente P.BCKDK_1, que aún 
con grandes disminuciones frente a los controles, era portador de una mutación missense y proteína 
detectable, que podría justificar la presencia de una actividad BCKDK residual y fenotipo menos grave. 
El análisis funcional justificaría al menos parcialmente la diferencia entre pacientes con defectos en la 
misma proteína, como ya se ha observado en otras enfermedades metabólicas (Carrozzo, Verrigni et 
al. 2016). Los estudios presentados ratifican la importancia del correcto genotipado y estudio de las 
mutaciones para establecer las relaciones genotipo-fenotipo y como base para el diseño y desarrollo 
de intervenciones terapéuticas (Fernandez-Guerra, Navarrete et al. 2010).
El rescate de la función de la vía afectada permite la validación última de la implicación de la 
proteína estudiada en la ruta metabólica. En el caso de las dos proteínas reguladoras del complejo, 
no relacionadas previamente con patología, utilizamos dos aproximaciones diferentes. Aunque el 
concepto en ambos casos fue el mismo -dada la ausencia de proteína reguladora, expresamos la 
proteína en las células de los pacientes y valoramos la recuperación de la actividad del complejo 
BCKDH-, el abordaje fue distinto en cada caso.
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Para la proteína fosfatasa PP2Cm, cuyos fibroblastos presentaban una actividad basal de un 15% 
respecto a los controles, realizamos una expresión transitoria de la proteína PP2Cm-wt en los 
fibroblastos del paciente y medimos la tasa de descarboxilación de la leucina normalmente. Este 
método de valoración de la actividad es muy sensible, lo que nos permitió detectar variaciones más 
sutiles. La expresión transitoria implicó trabajar en cultivos celulares no homogéneos, en los que las 
células exitosamente transfectadas podrían estar enmascaradas por las células que no lo estaban.
La recuperación de la activación normal del complejo BCKDH en los fibroblastos de los pacientes 
BCKDK se valoró mediante el análisis del perfil de fosforilación del complejo por Western blot. Dado 
que esta aproximación es menos sensible que la anterior, se infectaron los fibroblastos de los pacientes 
con lentivirus conteniendo la forma wt del gen de interés asociado mediante una secuencia IRES a la 
expresión de la proteína eGFP, lo que permitió la expresión estable de la proteína BCKDK y la selección 
de poblaciones homogéneas y correctamente infectadas, sin que interfiriese en la estabilidad o función 
de BCKDK. La restauración del patrón de fosforilación normal del complejo mediante la expresión de 
la quinasa supuso la validación de las mutaciones descritas como responsables de la alteración en la 
vía metabólica. 
La aproximación de recuperación de la expresión normal de una proteína mediante expresión 
transitoria es más económica, sencilla y rápida que la expresión estable, pero requiere de 
metodologías de detección del efecto de la expresión más sensibles, que permitan no trabajar en 
cultivos homogéneos. La expresión estable, aunque más laboriosa, permite sin embargo disponer de 
cultivos seleccionados (en este caso por citometría de flujo) en los que todas las células expresan la 
mutación, abriendo más posibilidades analíticas.  
La descripción de nuevos pacientes con defectos en genes implicados en una vía metabólica hasta 
ahora no relacionados con patología permite tanto el conocimiento de la propia vía como el estudio 
de la implicación fisiológica del gen y la variación estudiada. Los tres casos aquí presentados van en 
la misma dirección.
 En el caso de la fosfatasa era esperable un fenotipo similar a una forma suave de Jarabe de Arce, 
por el aumento en los niveles de aminoácidos ramificados y por comparación con la deficiencia en 
las fosfatasas del complejo PDH (Maj, MacKay et al. 2005). Aun así, cabe preguntar la misma cuestión 
que se plantea en el caso de la regulación de la piruvato deshidrogenasa: ¿se trata de una nueva 
enfermedad huérfana, o de un estado infradiagnosticado? (Maj, Cameron et al. 2006). A la luz de 
los resultados presentados en este trabajo, podríamos concluir que se presenta, de hecho, una 
situación conjunta: por una parte, el menor conocimiento de este gen y su posible implicación en 
patología hacían -y hacen a día de hoy- de este un candidato no estudiado ante aumentos en las 
concentraciones de BCAA (Bashyam, Chaudhary et al. 2012, Abiri, Karamzadeh et al. 2016). Por la 
otra parte, hemos observado diferencias moleculares entre las células de este paciente y muestras de 
otros pacientes Jarabe de Arce con incrementos equiparables en las concentraciones de BCAA, que 
sugieren un nuevo fenotipo molecular para este subtipo de MSUD, como se discutirá a continuación. 
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A la fecha de depósito de esta Tesis Doctoral no se ha descrito ningún otro paciente con mutaciones 
en el gen PPM1K. 
La descripción de los pacientes BCKDK abrió un nuevo campo de estudio; si bien se había 
teorizado sobre el fenotipo molecular de una deficiencia en BCKDK y se había estudiado sobre el 
modelo de ratón, en el que se observaban decrementos en los niveles de BCAA, así como crisis 
epilépticas, retrasos en el desarrollo y alteraciones morfológicas, la descripción de los primeros 
pacientes (Novarino, El-Fishawy et al. 2012) permitió relacionar las disminuciones en BCAA con el 
desarrollo clínico observado: un síndrome de espectro autista y retraso en el desarrollo. En el citado 
artículo, la Dra. Novarino y colaboradores, partiendo de una cohorte de pacientes con epilepsia y 
comportamiento autista establecen, mediante secuenciación masiva, cambios en el gen BCKDK como 
responsables de la patología. Además, establecen las similitudes entre el fenotipo del modelo animal 
y la presentación en pacientes y avanza en la relación genotipo-fenotipo, describiendo diferencias 
con los controles más sustanciales para las mutaciones nulas que para las missense. Un estudio de 
metabolitos en cerebro de ratón sugirió un desbalance entre los aminoácidos neutros que utilizan 
el mismo sistema de transporte a través de la barrera hematoencefálica que los BCAA a raíz de las 
caídas en la concentración de los últimos, subyaciendo en la patología. El estudio de los dos pacientes 
publicados en esta Tesis ratifica la relación entre genotipo y fenotipo para esta patología, y avanza, 
como se discute en el siguiente epígrafe, en la implicación de la mitocondria en la patofisiología de 
este nuevo defecto.
Conocer la mutación el gen causante de la enfermedad nos permite definir la patología y actuar 
en consecuencia, con un impacto directo sobre el paciente. En el caso de la mutación en PPM1K, 
el paciente había sido puesto bajo restricción dietética de BCAAs desde el diagnóstico bioquímico, 
por similitud con una forma variante de MSUD, con lo que el diagnóstico genético nos ha permitido 
ratificar la opción terapéutica, que posiblemente haya modificado la historia natural de la enfermedad. 
De manera similar, conocer la mutación en BCAT2 nos ha permitido comparar el caso con el único 
paciente descrito en la literatura (Wang, Li et al. 2015), sentando la base para el estudio del desarrollo 
de la patología en el paciente y el ajuste de las condiciones dietéticas.
La identificación de estas mutaciones en BCKDK sugieren la implementación de una medida de la 
concentración de BCAAs en plasma en neonatos con microcefalia a fin de detectar posibles defectos 
en dicho gen. En los programas de cribado neonatal ampliado se cuantifica de manera rutinaria 
la concentración de BCAAs en sangre mediante espectrometría de masas en tándem, con lo que, 
a la luz de estos resultados, recomendaríamos prestar atención no sólo a los aumentos en estas 
concentraciones, sino también a las disminuciones. Estos resultados abren la puerta al diagnóstico 
precoz para otros pacientes (en los que se recomendaría suplementación de BCAAs en dieta ante una 
disminución medida, para evitar el daño neurológico irreversible) así como para el estudio de otros 
subtipos de autismo.
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Además, en el caso de los pacientes BCKDK, obtenido el diagnóstico genético, se ha diseñado e 
implementado un tratamiento basado en dieta hiperproteica, a fin de normalizar las concentraciones 
de aminoácidos en plasma. Se comenzó con una dieta de 2g/kg/día de proteína, suplementado 
con 100mg/kg/día de BCAAs cada 6 horas, pero resultó insuficiente, por lo que se aumentó a una 
ingesta natural de 3,5g/kg/día de proteína, más 100mg/kg/día de BCAAs cada 5 horas, incluyendo 
una alimentación continuada mediante sonda de gastrostomía. Por razones técnicas, solamente el 
paciente BCKDK_1 ha seguido efectivamente el tratamiento. Seis meses más tarde mostraba menos 
hiperactividad y mantenía la atención durante más tiempo, así como mejorías en la comunicación, 
socialización y capacidades motoras gruesas, siendo capaz de andar de manera autónoma durante 
unos segundos. 
En los casos que hemos analizado, además, tratarse de mutaciones nulas nos ha permitido, al tener 
muestras de los pacientes, disponer de modelos KO naturales en los que abordar la caracterización 
y posterior definición del defecto sobre la función celular, contribuyendo al aumento en el cuerpo 
de conocimiento sobre esta enfermedad concreta y sobre el metabolismo de los BCAA en general 
(Alkuraya 2015, Alkuraya 2015), permitiendo así la búsqueda de mecanismos de acción terapéutica. 
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La descripción de las mutaciones y la relación entre el genotipo y el fenotipo nos permite, como se 
ha razonado, realizar el diagnóstico de los pacientes y establecer una opción terapéutica. Pero para 
avanzar en la búsqueda de dianas de acción más allá de la propia ruta metabólica alterada es necesario 
conocer los mecanismos patofisiológicos que subyacen en la enfermedad. En esta segunda parte del 
trabajo nos centramos en el análisis de la función mitocondrial ante las alteraciones descritas, a fin 
de desvelar su papel en la patofisiología de los estados derivados de la desregulación del complejo 
BCKDH.
Centramos nuestra atención en este orgánulo por varios motivos. Por una parte, el catabolismo de 
los aminoácidos ramificados es un proceso eminentemente mitocondrial, y la reacción que constituye 
su paso limitante y sobre la que se ejerce la regulación del catabolismo está catalizada por un complejo 
multienzimático similar a PDH y KGDH, de gran importancia en el desempeño mitocondrial (Zastre, 
Sweet et al. 2013, Grimm, Calgeer et al. 2016). Además, un número creciente de estudios relacionan 
a los aminoácidos ramificados con la función mitocondrial y celular mediante vías de transducción 
de señales con clara repercusión sobre la mitocondria, como podría ser mTOR (Lynch, Halle et al. 
2003, Ramanathan and Schreiber 2009, Jewell, Russell et al. 2013, Schriever, Deutsch et al. 2013). En 
suma a esto, en cada caso aislado encontramos razones que atraían la atención sobre este orgánulo, 
como se desarrollará más adelante: la proteína fosfatasa PP2Cm ha sido identificada en modelos 
animales como elemento clave para la supervivencia mitocondrial, y la presentación clínica de los 
pacientes BCKDK, enmarcada dentro del espectro autista, se ha relacionado con alteraciones en la 
función mitocondrial.
En primera instancia valoramos la afectación mitocondrial basándonos en dos parámetros: la 
generación de anión superóxido y la función respiratoria mitocondrial y capacidad de síntesis de 
ATP. Establecido este escenario, estudiamos la posible dicotomía entre la alteración a causa de las 
variaciones en las concentraciones de metabolitos o por la propia ausencia de proteínas reguladoras. 
2.1|   Anión superóxido, respiración mitocondrial y síntesis de ATP: el papel central de la 
mitocondria
Cada vez más estudios han demostrado la existencia de estrés oxidativo en errores congénitos del 
metabolismo, incluyendo acidurias orgánicas, aminoacidopatías, desórdenes en el metabolismo de los 
Del gen a la patofisiología: búsqueda de rutas generales de patogenia2|
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ácidos grasos y enfermedades peroxisomales (Sitta, Ribas et al. 2014). Empezamos por tanto nuestro 
análisis por la valoración de la generación de anión superóxido, que se produce cuando un electrón 
es cedido a una molécula de oxígeno en lugar de a su receptor natural (Murphy 2009), generando 
una molécula de oxígeno reactiva que puede dañar proteínas, lípidos y ácidos nucleicos, así como 
transformarse en otras especies de oxígeno reactivas, con mayor capacidad de difusión (Venditti, Di 
Stefano et al. 2013). En el análisis mediante la sonda MitoSoxTM (Kalyanaraman, Darley-Usmar et al. 
2012) observamos un aumento en la fluorescencia de la sonda tanto en los fibroblastos del paciente 
PP2Cm como en los de BCKDK, siendo más notable en estos últimos. Dado que atendemos a lo que 
parecerían situaciones metabólicas opuestas, pensamos que el aumento que observamos en las 
especies reactivas de oxígeno podría ser el reflejo de  procesos diferentes. 
En pacientes MSUD se ha descrito un aumento en la generación de ROS, relacionado con la 
acumulación de metabolitos observada en dichos pacientes (Bridi, Araldi et al. 2003, Funchal, Latini 
et al. 2006, Mc Guire, Parikh et al. 2009). El origen de este aumento de ROS no está claro, pero podría 
estar relacionado con la inhibición de complejos respiratorios por los propios metabolitos acumulados 
(Sitta, Ribas et al. 2014), condición favorable para la generación de anión superóxido. Estudios en 
levadura han relacionado mutaciones en la subunidad DLD con incrementos en la producción de 
peróxido de hidrógeno (Vaubel, Rustin et al. 2011), no quedando claro tampoco el mecanismo 
molecular por el que esto ocurriría. 
Una situación distinta es la que observamos en las células de los pacientes BCKDK. Y es que en este 
caso, el origen de las ROS podría ser la propia hiperactividad del complejo BCKDH, que, ante la ausencia 
de regulador negativo, se ve incrementada. Tradicionalmente se ha identificado a los complejos de 
la cadena transportadora de electrones (CTE) como las principales fuentes de ROS (Boveris, Cadenas 
et al. 1976, Cadenas, Boveris et al. 1977, Chen, Vazquez et al. 2003), que transferirían un electrón al 
O2 en vez de a su aceptor normal en determinadas condiciones energéticas, generándose O2
·-. En los 
últimos años se ha acumulado cuerpo de evidencia que sugiere que la subunidad E3 de los complejos 
oxoácidos deshidrogenasa mitocondriales, en una situación energética de elevado ratio NADH/NAD+, 
podría ser la fuente principal de ROS en la mitocondria (Adam-Vizi 2005, Adam-Vizi and Tretter 2013). 
Estos complejos contienen una flavina que se encontrará reducida en una razón NADH/NAD+ elevada, 
que reducirá al oxígeno generando anión superóxido (Starkov, Fiskum et al. 2004, Tretter and Adam-
Vizi 2004, Quinlan, Goncalves et al. 2014). En los pacientes BCKDK demostramos una alta actividad del 
complejo deshidrogenasa, que genera NADH en la reacción de descarboxilación de los α-cetoácidos, 
con lo que sospechamos que el aumento en O2
·- podría provenir de dicha hiperactividad. 
Considerando las hipótesis de que el aumento en la producción de ROS fuese reflejo de una 
disminución en la presencia de enzimas antioxidantes, responsables del metabolismo de las especies 
reactivas de oxígeno para detoxificar a la célula (Pedersen, Zolkipli et al. 2010), hemos valorado la 
expresión de las enzimas MnSOD y GPX (Holley, Bakthavatchalu et al. 2011, Venditti, Di Stefano et al. 
2013). Nuestros resultados mostraban una respuesta antioxidante compleja, con un incremento en la 
expresión de MnSOD solo en el paciente P.BCKDK_2 como posible reflejo de una respuesta de defensa 
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antioxidante mitocondrial frente a los efectos dañinos del incremento en ROS. Para el resto de los 
fibroblastos y condiciones metabólicas no pudo constatarse tal respuesta. 
Niveles aumentados en las especies reactivas de oxígeno pueden afectar a la función celular y 
mitocondrial (Kirkinezos and Moraes 2001, Bolisetty and Jaimes 2013). Así, vistos los aumentos en 
ROS, nos planteamos cómo estaría alterada, en las condiciones de desregulación del metabolismo 
de los BCAA, la función respiratoria mitocondrial. Para ello valoramos la tasa de consumo de oxígeno 
en distintas situaciones de los fibroblastos y la repercusión sobre la síntesis total de ATP. Aunque por 
el orden de la presentación de los resultados se ha mostrado el incremento en las especies reactivas 
de oxígeno y el desacoplamiento de la respiración mitocondrial de la producción de ATP como una 
relación de causalidad simple, lo cierto es que se ha descrito cómo este desacoplamiento lleva a un 
incremento en la producción de ROS, formándose un ciclo vicioso (Zorov, Juhaszova et al. 2006) en el 
que ambos elementos (el aumento en anión superóxido y la disfunción respiratoria) podrían ser causa 
y consecuencia parciales de la disfunción del otro. 
Al valorar la tasa de consumo de oxígeno, observamos que tanto los pacientes BCKDK como PP2Cm 
mostraban las tasas de respiración basal y sensible a oligomicina disminuidas. Esto es, que sus 
mitocondrias consumían menos oxígeno y tenían la fracción de consumo de dicho oxígeno acoplada 
a la síntesis de ATP reducida frente a los fibroblastos control. Esta bajada en la respiración ligada a la 
síntesis de ATP era más acusada en los pacientes BCKDK, que además mostraban mayores incrementos 
en la generación de ROS. La deficiencia en la capacidad OXPHOS de las células estaba afectando a la 
síntesis final de ATP, conclusión a la que llegamos observada la reducción en la concentración de ATP 
celular total.
El aumento en las concentraciones de BCAAs y BCKAs se ha relacionado con un posible daño directo 
de las mitocondrias, otorgándole un rol en el daño neurológico observado en pacientes de MSUD 
(Bridi, Araldi et al. 2003, Sgaravatti, Rosa et al. 2003, Funchal, Latini et al. 2006, Amaral, Leipnitz et 
al. 2010). Observada la variación en la respiración mitocondrial en los fibroblastos de PP2Cm, nos 
planteamos el papel que estaban jugando en esta los metabolitos o la propia ausencia de la fosfatasa. 
De esta manera, valoramos el perfil de consumo de oxígeno en las mismas condiciones en muestras 
de otros pacientes diagnosticados como Jarabe de Arce, modelos naturales en los que observábamos 
un aumento en las concentraciones de BCAAs. Concretamente valoramos la función respiratoria en 
fibroblastos de un paciente con una presentación variante de la enfermedad (con metabolitos al 
diagnóstico en rangos similares al paciente PP2Cm) y en fibroblastos de un paciente diagnosticado 
como una forma clásica de MSUD, con grandes incrementos en las concentraciones de BCAAs y 
BCKAs. Para nuestra sorpresa, el paciente con menor capacidad catalítica de los BCAAs presentaba 
mejor función mitocondrial que el variante, mostrando incluso una capacidad respiratoria máxima 
incrementada frente a fibroblastos control. Analizamos también estos parámetros en fibroblastos del 
paciente BCATm, modelo natural que tendría niveles aumentados de BCAAs pero normales de BCKAs. 
Observamos un perfil de consumo de oxígeno disminuido en todos los parámetros analizados respecto 
a los controles, demostrando una menor capacidad de respiración acoplada a la síntesis de ATP. Estos 
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resultados indicarían que la relación entre BCAAs y BCKAs e inhibición de la respiración mitocondrial 
no sería una relación de causalidad simple ni directa, sino que probablemente se vea influenciada 
por el estado del metabolismo energético general de la célula. Esto hace que las variaciones que se 
observan en cada caso sean muy posiblemente dependientes en gran medida del fondo genético de 
cada paciente y por tanto, de su capacidad de responder ante los cambios en el medio.
Precisamente para atender a las particularidades de la deficiencia en cada enzima más allá del 
control de metabolitos y entender la patofisiología en cada contexto genético, analizamos cómo 
la ausencia de cada proteína reguladora afectaba a la función mitocondrial o cómo la mitocondria 
estaba reaccionando en cada caso a las alteraciones descritas. 
2.2|   Ausencia de proteína PP2Cm en humanos: ¿algo más que la desregulación de 
BCKDH?
La proteína PP2Cm pertenece a la superfamilia PPM (protein phosphatase magnesium/ magnanium-
dependent), una de las tres superfamilias de serin/treonín fosfatasas existentes, clasificadas 
basándose en su secuencia y estructura. De esta familia se conocen al menos 18 miembros, entre los 
que se encuentran las fosfatasas del complejo PDH (PDP1 y PDP2) y PP2Cm. Se han relacionado con 
la regulación de las cascadas de señalización de estrés, metabolismo celular y señalización para la 
muerte/ supervivencia, entre otras (Lu and Wang 2008).
Esta fosfatasa está altamente expresada en músculo cardíaco y sistema nervioso central (Lu, Ren 
et al. 2007), y su expresión en corazón está regulada por estrés, viéndose reducida en corazones 
hipertróficos y dañados. En pez cebra se demostró que se producía una pérdida de contractibilidad 
cardíaca de una manera dosis dependiente ante la ausencia de expresión de PP2Cm, y en ratones se 
observó una aceleración en el desarrollo de fallo cardíaco tras realizar una constricción transaórtica, 
lo que sugiere que la pérdida de PP2Cm no es simplemente una consecuencia del fallo cardíaco sino 
que juega un papel importante como contribuyente en el desarrollo del fallo (Sun, Lu et al. 2011).
Aunque los mecanismos moleculares que relacionan la ausencia de PP2Cm con los problemas 
cardíacos y de desarrollo en los modelos estudiados no están suficientemente claros, se han propuesto 
distintas hipótesis, que van desde el efecto de los propios aminoácidos sobre el metabolismo y función 
mitocondrial, a la identificación de PP2Cm como un elemento clave en la mitocondria y supervivencia 
celular. La relación de esta fosfatasa con la función mitocondrial se estableció a partir de la observación 
de un aumento de la sensibilidad al calcio de las mitocondrias PP2Cm deficientes (Lu, Ren et al. 2007), 
relacionándola con la transición de permeabilidad mitocondrial.
La transición de permeabilidad mitocondrial es un fenómeno caracterizado por la pérdida repentina 
del potencial de membrana mitocondrial (Zorov, Juhaszova et al. 2009). La entidad responsable de 
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este proceso es el poro de transición mitocondrial (mPTP), y su inducción causa el tráfico no selectivo 
entre mitocondria y citosol de partículas pequeñas cargadas, agua y moléculas de hasta 1,5 kDa. La 
naturaleza exacta de este complejo no está definida (Wallace and Fan 2009, Zorov, Juhaszova et al. 
2009, Varanyuwatana and Halestrap 2012), pero se ha propuesto que la formación y “apertura” del 
poro refleja otra función de un conjunto de proteínas ante un ambiente patológico que tendrían otros 
papeles principales en la biología mitocondrial en condiciones fisiológicas (Duchen 2000).
Se ha descrito la sobrecarga de calcio como inductor importante de la formación del mPTP (Lemasters, 
Theruvath et al. 2009). Por ello, valoramos la capacidad de retención de calcio (CRC) de células 
permeabilizadas de paciente y controles para identificar posibles incrementos en la sensibilidad a 
calcio. Nuestros resultados, por el contrario, fueron poco reproducibles, con experimentos en los que 
las células deficientes en PP2Cm mostraban una alta sensibilidad a calcio (CRCs muy disminuidas) y 
otros con CRCs similares a las detectadas en fibroblastos control. 
De estos experimentos, no obstante, no se puede concluir que en humanos la PP2Cm no tenga el 
papel que se le ha asignado en células de pez cebra y ratón. De hecho y dada la expresión diferencial 
de PP2Cm en tejidos, no es descartable un papel mucho más preponderante de la proteína en 
células con mayor metabolismo oxidativo que los fibroblastos, como los cardiomiocitos. Aunque en 
detrimento de esta hipótesis hemos de reseñar que el paciente no ha desarrollado hasta la fecha 
ninguna patología cardíaca que nos conste, no podemos olvidar que ha estado en tratamiento desde 
el nacimiento limitando su exposición a los BCAAs, y posiblemente modificando así el curso natural 
de la patología. 
La familia PP2C ha sido relacionada con la modulación de las rutas proapoptóticas MAPK, 
otorgándolas papeles importantes y específicos en la regulación de la respuesta al estrés. Las vías 
MAPK (mitogen-activated protein kinases) son vías de señalización que integran y procesan varias 
señales extracelulares, siendo elementos esenciales en el circuito de señalización intracelular (Kumar, 
Boehm et al. 2003). Hasta la fecha se han descrito tres vías MAPK principales, conservadas desde 
las levaduras hasta los humanos: ERK, JNK y p38. Las tres son vías de señalización por cascadas de 
fosforilación de quinasas, que aglutinan varias isoformas con, frecuentemente, diferentes funciones. 
En general, la vía ERK responde a estímulos mitogénicos y proliferativos, mientras que JNK y p38 
responden a estrés ambiental (Kyriakis and Avruch 2001, Pearson, Robinson et al. 2001). Para PP2Cm 
concretamente se describió  una activación de las vías proapoptóticas p38 y JNK. En los fibroblastos 
del paciente PP2Cm observamos una activación de ambas rutas, sin activación de la ruta ERK, que no 
registramos en fibroblastos de otros pacientes MSUD o controles.
El estudio de la activación de las rutas MAPK se complementó con los resultados que obtuvimos 
en el array de expresión de genes relacionados con la apoptosis, en el que analizamos la expresión 
de 84 genes descritos como implicados en la apoptosis. Observamos un aumento en la expresión de 
algunos genes proapoptóticos, como TNFRSF10B, BCL2 o BNIP3, y disminución en la expresión de otros 
antiapoptóticos, como BCL2L1 o BIRC3. Aunque preliminar, este análisis revalida lo observado en el 
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estudio de las rutas MAPK, confirmando un aparente incremento en la susceptibilidad a la apoptosis 
en las células deficientes de PP2Cm. Serán necesarios estudios de expresión al nivel proteico para 
complementar los resultados obtenidos en el array de RNA. 
Con todo esto, podríamos concluir que aparentemente la proteína fosfatasa tiene más funciones en 
humanos que la de regular el complejo BCKDH. Será por tanto necesario  analizar el efecto de su falta 
de funcionalidad sobre otros tipos celulares y/o bajo condiciones metabólicas adversas (respuesta a 
estrés entre otras).
2.3|   Ausencia de proteína BCKDK en humanos: respuesta mitocondrial
Como hemos indicado a lo largo de este trabajo, uno de los aspectos más llamativos de la expresión 
fenotípica de la ausencia de BCKDK era la sintomatología clínica que propició un diagnóstico para 
nuestros pacientes y los previamente descritos en (Novarino, El-Fishawy et al. 2012) como pacientes 
autistas. El Síndrome de Espectro Autista (ASD) agrupa un grupo muy amplio de patologías que afectan 
al desarrollo neurológico y que tradicionalmente se encuadran como alteraciones de comportamiento 
sin etiología clara. La nueva revolución genómica está identificando nuevas causas genéticas para el 
autismo, como la descrita en los pacientes BCKDK, y evidenciando la  implicación de algunos de estos 
genes en un número limitado de rutas moleculares cuya caracterización podría convertirles en dianas 
accionables para el tratamiento (Geschwind and State 2015).  
Precisamente en este proceso de identificación de rutas que pudieran contribuir al fenotipo 
neurológico de los pacientes BCKDK, los primeros datos aportados por la Dra. Novarino y colaboradores 
(Novarino, El-Fishawy et al. 2012), analizando el patrón de expresión génica en corteza de cerebro de 
ratones Bckdk-/- e identificando alteraciones en la expresión de varios transportadores de aminoácidos, 
incluido LAT1  (SLC7A5/SLC3A2), permitió concluir que también aquí, como en MSUD, un desequilibrio 
en la concentración de aminoácidos precursores de neurotransmisores podría contribuir al fenotipo 
neurológico de los pacientes. 
Ahora bien, y puesto que en las últimas décadas se ha establecido una relación entre el autismo y 
las disfunciones en la producción de energía más allá de la disfunción específica del cerebro (Rose, 
Frye et al. 2014, Streck, Goncalves et al. 2014), también aquí nuestra investigación se centró en la 
exploración de la función mitocondrial y los cambios dinámicos en respuesta al daño oxidativo que 
podrían subyacer a la patología, aprovechando una vez más el modelo natural que nos aportan las 
propias células de los pacientes. 
La mitocondria es un orgánulo dinámico que cambia de forma según las necesidades energéticas de 
la célula (Liesa and Shirihai 2013). Concretamente, se ha descrito como las mitocondrias responden 
con su forma a la función, que incluyen la fosforilación oxidativa y la generación y regulación de las 
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especies reactivas de oxígeno (Vafai and Mootha 2012). Así, mediante una maquinaria que controla la 
dinámica mitocondrial, la red mitocondrial alternará entre el continuo de estados desde la hiperfusión 
a la fragmentación (Wai and Langer 2016). En este punto, completamos el estudio de la respuesta de 
la mitocondria a la alteración metabólica mediante el análisis de la forma de las mitocondrias por 
microscopía electrónica de transmisión. Este reveló que las mitocondrias de los pacientes BCKDK 
tenían una forma más alargada y tubular, mostrando aumentada frente a los controles la relación 
entre el eje mayor y el eje menor de la hipotética elipse que constituiría la mitocondria. Para evaluar 
la capacidad de respuesta de las mitocondrias de fibroblastos humanos a un cambio en el entorno 
pro-oxidativo las células se crecieron en presencia de galactosa, observamos que únicamente las 
mitocondrias de los fibroblastos control reaccionaron en un reajuste morfológico al nuevo ambiente, 
adquiriendo una forma más tubular, mientras que las de los pacientes se mantuvieron sin alteraciones. 
Verificamos así que la condición bioenergética estaba afectando a la dinámica mitocondrial en los 
fibroblastos en cultivo, y que por lo tanto los cambios detectados en la longitud de la mitocondrias 
de pacientes BCKDK podrían reflejar un desajuste entre los eventos de fisión y fusión mitocondrial. 
En mamíferos, la fusión mitocondrial requiere la interacción de las mitofusinas de membrana externa 
mitocondrial Mfn1 y Mfn2 con la proteína de la familia de las dinaminas GTPasas OPA1, que localizada 
en la membrana interna, se presenta con dos isoformas, una larga y una corta. Recientemente se 
ha descrito el procesamiento proteolítico de OPA1 como un evento pro-fusión (Mishra, Carelli et al. 
2014), que además es estrictamente dependiente de los niveles de ATP, aumentando el procesamiento 
cuando estos caen (Baricault, Segui et al. 2007). Al analizar la expresión de esta proteína en los pacientes 
BCKDK crecidos en glucosa o galactosa observamos que mostraban en condiciones normales un 
incremento en el procesamiento de OPA1 frente a los controles. Los fibroblastos control, por su parte, 
mostraban un aumento en el procesamiento al crecer en condiciones oxidativas (galactosa), tal y como 
observábamos en el análisis de la ultraestructura. Así pues, los datos corroboran resultados previos: 
en condiciones OXPHOS aumentadas registramos un aumento en el procesamiento proteolítico de 
OPA1, acompañado de un alargamiento mitocondrial. 
El análisis de la proteína mitofusina 2 (Mfn2) reveló un aumento en la expresión de la proteína no 
estadísticamente significativo. Para la proteína Mfn2, además de su papel necesario en el proceso 
de  fusión, se ha descrito una implicación como modulador del metabolismo mitocondrial (Mourier, 
Motori et al. 2015, Zorzano, Hernandez-Alvarez et al. 2015) y en el acoplamiento mitocondria-retículo 
endoplasmático (Filadi, Greotti et al. 2015).
A lo largo del trabajo hemos observado diferencias entre los dos pacientes BCKDK. Pero debemos 
entender en este punto que, al trabajar en modelos KO naturales, estamos estudiando el efecto de la 
mutación en un contexto o fondo genético, que puede modular el efecto de la propia mutación. Así, 
al analizar la capacidad de respiración de reserva del paciente BCKDK_1 (portador de una mutación 
de pérdida de función y con peor estado clínico) observábamos que este paciente superaba a los 
controles, contrastando con el perfil respiratorio disminuido que registrábamos en el paciente 
BCKDK_2. Pensamos que esta diferencia se debe precisamente al fondo genético de ambos pacientes, 
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confiriendo al primero una capacidad de reacción que no encontramos en el segundo.
A fin de poder analizar cuál era el perfil respiratorio “típico” asociado a un defecto en BCKDK, 
aislándolo de los diferentes fondos genéticos de nuestros modelos KO naturales, interferimos mediante 
shRNA la expresión de BCKDK. Analizamos en estos controles el perfil de consumo de oxígeno y la 
morfología mitocondrial, observando una respiración similar a la registrada en el paciente BCKDK_2, 
sin capacidad de reserva y con reducciones en las respiraciones basal y sensible a oligomicina. El 
análisis de la morfología ratificó lo observado en los fibroblastos de los pacientes, mostrando una 
elongación y aspecto tubular de las mitocondrias. 
En todos los casos tratados nos encontramos ante enfermedades eminentemente neurometabólicas. 
En la patofisiología de la enfermedad están contribuyendo, posiblemente, la disfunción bioenergética 
descrita y el efecto sobre la neurotransmisión de los desbalances en los niveles de BCAA. Aún no 
siendo células que dependan fundamentalmente de la función mitocondrial, hemos trabajado en 
fibroblastos primarios de los pacientes, por ser el modelo natural del que disponíamos. Es por tanto 
esperable que los defectos observados tengan un impacto mucho más severo en otros tejidos como 
el neuronal. En este tejido, además, los aminoácidos ramificados son elementales en el control de los 
niveles del neurotransmisor glutamato, ya que la transferencia neta del grupo amino de los BCAA al 
αKG formando glutamato no ocurre hasta que los BCKA son irreversiblemente descarboxilados por el 
complejo BCKDH (Cole, Sweatt et al. 2012). En el caso de los pacientes MSUD y BCATm, que no llegaron 
a debutar clínicamente por detectarse en programas de cribado neonatal, el aumento en los niveles 
de BCAA llevaría a una disminución en la concentración de Glu, amén del posible transporte de otros 
aminoácidos precursores de otros neurotransmisores, por competición en el transporte por la barrera 
hematoencefálica, según se ha descrito en la literatura existente. En el caso de la ausencia de BCKDK, 
por contrario, el estado observado sería un aumento en la concentración de glutamato, de tal manera 
que el proceso de excitotoxicidad podría ser responsable del autismo y retraso psicomotor observado. 
En este caso, la transferencia de nitrógeno estará consecuentemente incrementada, manifestándose 
en una disminución en las concentraciones de BCAA y de α -cetoglutarato, corroborada al analizar el 
perfil de metabolitos en el medio de cultivo de fibroblastos de pacientes y controles por MS/MS.
Los resultados aquí discutidos ponen de relieve la importancia del equilibrio en la regulación del 
catabolismo de los BCAA. Dado que estos son elementos clave en el mantenimiento de los pooles 
intracelulares de acetil-CoA no podemos descartar un mecanismo de reprogramación celular para 
adaptarse a las variaciones. 
 La descripción de nuevos genes implicados en una ruta metabólica amplía el conocimiento de la 
propia ruta, y permite abrir nuevas dianas de acción terapéutica para los pacientes, que atiendan a la 
disfunción mitocondrial en complemento con la descompensación metabólica.
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Figura 29_Resumen del efecto de la ausencia de las proteínas reguladoras: Resumen del efecto de la 
ausencia de las protéinas reguladoras, comparadas con una situación normal (a). b) La ausencia de BCKDK 
lleva al hipercatabolismo de los BCAA, situación en la que la subunidad E3 del complejo BCKDH podría 
estar actuando como fuente de ROS. Se observa deficiencia en la respiración mitocondrial y elongación 
de las mitocondrias. c) Ante la ausencia de PP2Cm también se observa un incremento en la producción 
de ROS y una disfunción mitocondrial, aunque posiblemente por el efecto combinado del incremento 
en BCAAs y de funciones de la proteína accesorias a la regulación del complejo BCKDH. Se observa un 
incremento en la expresión de genes pro-apoptóticos y activación de las vías MAPK. Aunque observamos 
efectos similares sobre la célula, pueden estar siendo causados por caminos diferentes.

6 CONCLUSIONES
CONCLUSIONES
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La correcta estratificación clínica y bioquímica resulta esencial para dirigir el diagnóstico 
genético. Este diagnóstico en muchos casos no es más que el comienzo de un proceso de 
investigación sobre el estudio funcional. 
La proteína PP2Cm es la fosfatasa responsable de la regulación por defosforilación del 
complejo BCKDH en humanos. Mutaciones en el gen que la codifica (PPM1K), resultan en la 
aparición de un fenotipo clínicamente similar a las formas variantes de Jarabe de Arce.
Las disminuciones en aminoácidos ramificados y sus respectivos cetoácidos en fluidos 
biológicos constituyen una firma metabólica para defectos en BCKDK, que cursa con un perfil 
clínico inesperado que incluye microcefalia y alteraciones de comportamiento de tipo autista. 
Las dos condiciones metabólicas resultantes de la desregulación del complejo BCKDH parecen 
asociarse a un daño mitocondrial. Los mecanismos moleculares que llevan a dicho estado 
podrían ser distintos en cada situación.
Los defectos encontrados en los fibroblastos con ausencia de PP2Cm no parecen solo 
relacionados con las concentraciones de BCAAs como por la deficiencia en la fosfatasa per se, 
ratificando un papel importante en la mitocondria y aún por concretar para PP2Cm en humanos.
Los defectos encontrados en los fibroblastos con ausencia de BCKDK si que parecen 
relacionados con la hiperactividad del complejo BCKDH o la disminución en la concentración 
de BCAAs, otorgando a la quinasa un papel central en la regulación del metabolismo de los 
aminoácidos ramificados. 
Asociada a la deficiencia en BCKDK se observa una respuesta mitocondrial, posiblemente 
dirigida a limitar el daño mediante la modificación de la morfología y función de la red 
mitocondrial.
Se observan diferencias fenotípicas entre los pacientes presentados, lo que apoya la 
importancia del fondo genético de cada paciente en el desarrollo de la patología.
La implementación del correcto diangóstico es una herramienta valiosa para entender las 
bases de la patología molecular, cuyo estudio permite la búsqueda de rutas de patogenia 
accionables sobre las que modificar la historia natural de la enfermedad.
Los presentes estudios han permitido establecer una opción terapéutica en los pacientes, 
ratificando la ya implementada en el caso de la deficiencia en PP2Cm, tratada como una forma 
variante de Jarabe de Arce, y permitiendo el diseño de una específica para los pacientes BCKDK, 
a día de hoy basada en el restablecimiento de los niveles de BCAA en fluido mediante un 
incremento en su ingesta.
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